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Neue Verwendung von Adenoviren und dafiir codierenden Nukleinsaiiren 



Die Erfindung betriffl die Verwendung von Adenoviren sowie dafur codierender 
Niddeinsauren und rekombinantes virales Onkoprotein. 

•|Bei der Behandlung von Tumoren werden derzeit eine Vielzahl von Therapiekonzepten 
verfolgt. Neben der Verwendung chirurgischer Techniken stehen dabei die Chemotherapie 
und die Strahlentherapie im Vordargrund. AU diese Techniken sind jedoch f&r den Patienten 
mit nicht unerheblichen Nebenwh-kungen verbunden. Mit der Verwendung von 
replikationsselektiven onkolytischen Viren wurde eine neue Plattform fur die Behandlung von 
Tumoren gescliaff<^. Dabei wird eine selektive intratumorale Replikation ernes viralen Agens 
herbeigefiihrt, die in der Folge zur Virusreplikation, Lyse der infizierten Tumorzelle und 
Verbreitung des Virus auf benachbarte Tumorzellen fuhrt. Infolge der BeschrSnkung der 
ReplikationsjShigkeit des Virus auf Tumorzellen bleibt normales Gewebe von der Replikation 
und damit der Lyse durch das Virus verschont. 
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D^zeit finden verschiedene virale Systeme in klinischen Studien mit dem Ziel der Tumorlyse 
Anwendimg, Ein Bdspiel fur einen derartigen Adenovirus ist dll520 (Onyx-015), der bereits 
erfolgreich in den klinischen Phasen I und II eingesetzt wurde (Khuri, F. et al. Nature 
Medicine 6, 879-885, 2000). Onyx-015 ist ein Adenovirus, bei dem das ElB-55kDA-Gen 
vollstandig deletiei;! ist Die vollstandige Deletion des ElB55kDa-Proteins des Adenovirus 
beruht dabei auf der Beobachtung, dass im adenoviralen Vektor die Replikation und somit die 
Lyse von Zellen mit defektem p53 moglich ist (Kim, D. et al,, Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 
17, 391a, 1998), wobei normale Zellen nicht geschadigt werden. Genauer ist das ElB-55kDa- 
Genprodukt beteiUgt an der Inhibierung von p53, dem Transport viraler mRNA und dem 
Abschalten der Pioteinsynlhese der Wirtszelle. Die Inhibierung von p53 erfolgt dabei durch 
Ausbilden eines Komplexes aus p53 xmd dem adenoviral codierten ElB-55kDa Protein 
und/oder Komplex bestehend aus ElB-55kDA und E4orf6. Von p53, codiert von TP53, geht 
ein komplexer regulatorischer Mechanismus aus (Zambetti, GJ. et al., FASEB J. 7, 855-865, 
1993), der u.a. auch dazu fOhrt, dass eine ef&ziente Replikation von Viren wie Adenoviren in 
der Zelle miteixiruckt wird. Das Gen TP 53 ist m etwa 50 % aller menschlichen Tumoren 
deletiert oder mutiert mit der Folge, dass es zu keiner - erwQnschten - Apoptose infolge einer 
C3iemotherapie oder dner Bestrahlmigstherapie kommt und damit der Erfolg dieser 
Tumorbehandlungen im Normalfall unterbleibt. 



^I^Prote 
^^Hlufwi 



Ein weiteres Konzept tumorlytischer Viren beruht auf der Beobachtung, dass wenn das El A- 
Protein in einer bestimmten Weise deletiert vorliegt bzw. eine oder mehrere Mutationen 
eist, welche die Bindung von Rb/E2F und/oder pl07m2F und/oder pl30/E2F nicht 
beeinflussen, solche Adenoviren den Eintritt der infizierten Zellen in die S-Phase nicht 
induzieren und zur Replikation in Tumoizellen befahigt sind, die kein funktionelles Rb- 
Protein aufweisen. Zudem kann das ElA-Protein am N-Temiinus deletiert vorliegrai bzw. 
eine oder mehrere Mutationen im Bereich der AminosSurepositionen 1 bis 76 des ElA- 
Proteins umfs^isen, um die Bindung von ElA an p300 zu unterbindeo, um somit eine 
selektiv^ Replikation in Tumorzellen zu bewerkstelligen. Diese Vorgehensweisen sind 
beispielhaft beschrieben in dem euiopaischen Patent EP 0 931 830. Beispiele derartiger 
Adenoviren sind AdA24, dl922 - 947, El Ad/01/07 und CB016 (Howe, J. A. et al.. Molecular 
Therapy 2, 485-495, 2000; Fueyo, J. et al.. Oncogene 19, 2-12, 2000; Heise, C. et al.. Nature 
Medicine 6, 11341139, 2001; Balague, C. et al., J. ViroL 75, 7602-7611, 2001). Diese im 
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Stand der Technik bekannten adenoviralen Systeme zur Onkolyse weisen somit bestiinmte 
Deletionen im ElA Protein auf, wobei diese Deletion voigenommen worden war unter der 
Annahme, dass intakte Rb-Proteine bzw. Komplex bestehend aus intaktem Rb-Protein und 
E2F einer efiBziente Replikation in vivo entgegenwirken wOrden xmd um eine adenovirale 
Replikation in vivo nur in Rb-negativen/mutierten Zellen sicher zu stellen* Diese adenoviralen 
Systeme nach dem Stand der Technik gehen auf ElA zurilck, um mittels des frlihen E2- 
Promotors (engl. E2 early Promoter) und freiem E2F die in vivo Replikation zu steuem 
(Dyson, N. Genes & Development, 12, 2245-2262, 1998). 

• Eine weitere Form von tumorlytischen adenoviralen Systemen beruht auf dem Einsatz 
selektiver Promotoren, um das virale Onkogen ElA spezifisch zu exprimieren, was eine 
selektive Replikation in Tumorzellen erlaubt (Rodriguez, R. et al.. Cancer Res, 57, 2559- 
2563, 1997), 

Wie vorstehend bescbriebea kommt es bei den verschiedenen Konzepten adenoviraler 
tumorlytischer Viren auf die Auswahl eines fUr das dem jeweiligen Konzept 
zugrundeliegenden Wirkmechanismus geeigneten zellulSren Hintergrundes an. Mit anderen 
Worten, die verschiedenen derzeit bekannten adenoviralen Systeme zur Tumorlyse kOnnen 
nur bei Vorliegen bestimmter molekularbiologischer Voraussetzungen angewandt werden. 
Dies beschrankt die Anwendtmg derartiger Systeme auf bestimmte Patientenkollektive. 

^H^in besonderes Problem bei der Behandlung von Tvunorerkrankungen stellt sich dann ein, 
wemi die Patienten eine sogenannte klassische Vielfachresistenz (engl. multidmg resisteace 
(MDR)) entwickehi, die eine besonders gut untersuchte Resistenzfonn von Tumoren 
gegentiber Zytostatika darstellt (Gottesman und Pastan, Annu. Rev. Biochem. 62, 385-427, 
1993). Sie beruht auf der Oberexpression des membranstSndigen Transporlproteins P- 
Gl}4coprotein, das zu d&x sogenannten ABC-Transportem gehort (Stein, U. et al., JBC 276, 
28562-69, 2001, J. Wijnholds, Novartis Found Symp., 243, 69-79, 2002). Bargou, R. C. et al. 
und Oda, Y. et al (Bargou, R. C et al.. Nature Medicine 3, 447-450, 1997; Clin. Cancer Res. 
4, 2273r2277, 1998) konnten zeigen, dass die Kemlokalisation des humanen 
Transkriptionsfaktors YB-1 unmittelbar an der Aktivierung der Expression des P- 
Glykoproteins beteiligt ist. Weitere Untersuchxmgen belegen, dass YB-1 durch verschiedene 
StreBbedingungen in den Zellkem gelangt, wie z.B- UV-Bestrahlung, Zytostatika-Applikation 



BOHMANN & LOOSEN 

4 




(Koike, K. et al., FEBS Lett 17, 390-394, 1997) imd Hypertfaermie (Stein, U. et al., JBC 276, 
28562-69, 2001). Weiteie Untersuchungen belegen, dass die nuklSre Lokalisation von YB-1 
einen Einfiuss auf einen weiteren ABC-Transporter austibt Dieser ABC-Transporter wird als 
MRP (engl. multidrug resistance-related protein) b^eichnet und ist mit der Ausbildung des 
sogenannten atypischen, nicht P-Glj^oprotein-abhSngigen Vielfechresistenz beteiligt (Stein, 
U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001). 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugnmde, eine technische Lehre und 
insbesondere ein Mittel bereitzustell^ welches erlaubt, einen Organismus, speziell einen 
menschlichen Organismus bzw. ein Patientenkollektiv spezifisch mit tumorlytisch wirkenden 
Agenzien zu behandeln. Weiterhin ist es eine der vorliegenden Erfindung zugrundeUegenden 
Aufgabe, ein Mittel bereitzustellen, welches geeignet ist, bei Patienten mit 
Tumoreikrankungen eine Tumorlyse herbeizufShren, die gegenliber Zytostatika resistrait sind, 
insb^ondere solche, die eine Viel&chrcSsistenz zeigen. 

EifindungsgemSB wird die Aufgabe in einem ersten Aspekt gelSst durch die Verwendung 
eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei 
der Virus replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus 
fur ein Onkogen oder Onkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen in YB-1 Kem-positiven Zellea, bevorzugterweise ein adenovirales 
pen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orfS, 
>iB und E3 ADP um&sst. 



In emem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelSst durch die Verwendung eines Virus, 
bevorzugterweise eines Adenovirus, zur RepUkation in Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen, 
wobei der Virus replikationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der 
Virus fur ein Onkogen oder Onko^produkt, insbesond^ ein Onkogeiq»n)tein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviat, wobei das 
Gen ausgewahlt ist aus der Grtq)pe, die ElB55kDa, E4orf6, E4oif3 und E3ADP um&sst 



In einer Ausftihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist vorgesehrai, dass 
der Virus, insbesondere der Adenovirus, in Zellen repliziert, die YB-1 im Kem aufweisen. 
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Jn einer weiterai Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwoidungeii ist 
vorgesehen, dass das virale C)iikogetq>ioteiii ElA ist und/oder das Onkogen das flir ElA 
codierende Gen und/oder das Onkogerqnotein ElA ist 

In einer bevorzugtaa Ausfahrungsfonn ist voigesehen, dass das virale Onkogenprotein ElA 
zur Bindung eines fttnktionellen Rb-TumorsiQ)pressor-Genprodukts fihig ist. 

In einer altemativen Ausftihrungsfonn ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotdn ElA 
zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor-Geiq)rodukts nicht ©hig ist 

^^^In einer weiteren Ausfiihnmgsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das virale Onkoprotein ElA nicht die nukiare LokaUsation von YB-1 
induziert. 

In einer noch weiteren Ausfahrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Medikament fOr Patienten bestinunt ist, deren Zellen Rb-positiv oder 
Kb-negativ sind. 

In einer bevorzugten Ausfahrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Zellen digenigen Zellen 
sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiligt sind, der mit dem Medikament beeinflusst 
^^^^erden soil. 

Ja einer weiteren AusfUhrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen Rb-negativ und im Zellkem YB-1 positiv, insbesondere 
unabhangig vom Zellzyldus im Zelllcem YB-1 positiv sind. 

hi einer noch weiteren Ausfahrungsfonn der beiden erfindungsganSB^ Vawaidungea ist 
vorgesehen, dass das Medikamrait fOr die Behandlung vcm Tumoren ist 

hi einra- noch weiteren Ausfahrungsfonn der beiden erfindungs^mUBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oda: Teile davon ausbildenden 
Zellen eine Resistenz, insbesondare Mdufachresistenz gegen phannakologische Wirkstofife, 
bevorzugter Weise Antitumormittel und bevorzugteraweise Zytostatika, aufweisen. 
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In einer bevorzugten AusfUhrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen eine Expression, bevorzugterweise eine Oberexpression des 
membranstandigen Transportpioteins P-Gl5*:oprotein und/oder von MRP zeigen. 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn da: beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen p53-positiv oderp53-negativ sind. 

In einer Ausfuhnmgsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendimgen ist vorgesehen, dass 

• das Onkogenprotein gegeniiber dem Wildtyp-Onkogenprotem ElA eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die 
ausgewahlt ist aus der Gnq>pe, die Deletionen des Bereichs CR3 und Deletionen des N- 
TOTninus und Deletionen des C-Tenninus umfasst. Dabei ist vorgesehen, dass das ElA- 
Onkogenprotein an Rb binden kann. 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemSBra Verwendungen ist 
vorgesehen, dass das Onkogenprotein gegenttber dem Wildtyp-Onkogenprotem eine oder 
mehrere Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in 
der CRl-Region und/oder der CR2-Region ist. Dabei ist vorgesehen, dass das 
Onkogenprotein ElA nicht an Rb zu binden in der Lage ist. 

^^^L einer Ausfiihrungsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist vorgesehen, dass 
das virale Onkogenprotein, insbesondere ElA, unter der Kontrolle eines Gewebes- und/oder 
Tumor-spezifischen Promotors steht. 

In einer weiteren AusfOhrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, fiir YB-1 codiert. 

In einer noch weiteren Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgCTiaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass YB-1 unter der Kontrolle eines Gewebe- und/oder Tumor-spezifischen 
Promotors steht. 
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In einer bevoizugtai Ausfuhnmgsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwradungen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, fiir mindestens ein Protein codiert, 
das ausgewaWt ist aus der Gruppe, die E4orf5, E4orf3, E1B55K und adenovirales E3ADP- 
Protein umfasst.. 

In einer altemativen Ausfahrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass die Zellen YB-1 im Kern aufweisen, insbesondere die den Tumor odCT einen 
Teil davon ausbildenden Zellen YB-1 im Kem aufweisen. 

• In einer weiteren Ausfiihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Tumor YB-1 im Kem nach Induktion des Transports von YB-1 in den 
Kementt^t 

In einer bevorzugten Ausfuhnmgsfonn der beiden erfindungsgemaBen Verwendungen ist 
vorgesehen, dass der Transport von YB-1 in den Kem ausgelfist wird durch zumindest eine 
MaBnahme, die ausgewShlt ist aus der Gruppe, die Bestrahlung, Gabe von Zytostatika und 
Hyperthermie umfasst. 

In einer besonders bevorzugtm Ausfuhrungsform der beiden erfindungsgemaBen 
Verwendungen ist vorgesehen, dass die MaBnahme an einer Zelle, einem Organ oder einem 
^^^^rganismus angewandt wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der beiden erfindungsgemaBen Verwendimgen ist 
vorgesehen, dass der Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewahlt ist aus der Grappe, die 
AdA24, dl922.947, ElAd/01/07, dllll9/1131, CB 016, dl520, und Viren, denen ein 
exprimiertes virales ElA-Onkogen fehlt, das zur Bindung eines fimktionellen Rb- 
Tumorsuppressor-Genprodukts SStdg ist, umfasst. 

In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe gelSst durch die Verwendung eines Virus, 
insbesondCTe des Adenovirus, zur Herstellung eines Medikaments, wobei der Virus, 
insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch oder vermittels 
YB-1 ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise 
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iiberwiegend ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotor5 gesteuert wird. In einer 
Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass das YB-1 entweder ein transgenes YB-1 ist oder 
ein zellulares, insbesondere zellulSres dereguliertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 
wird dabei bevorzugterweise ein solches vCTStanden, das dutch einen Vektor, insbesondere 
einen oder den Adenovirus in einer Zelle zur Expression gebracht wird. Bei dem E2-Late- 
Promotor handelt es sich bevorzugterweise um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er 
im Wildtyp-Adenovirus vorhanden ist, od&c um einen E2-Late-Promotor, wie er im 
Zusaxnm^ihang mit der Expression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wird. 

• In einem vierten Aspekt wird die Aufgabe gelost dutch die Verwendung eines Virus, 
insbesondere der Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen, wobei 
der Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 
fiber die Aktivierung des E2-Lat©-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise uberwiegend 
fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. In einer AusfUhrungsfonn ist 
dabei vorgesehen, dass das YB-1 entwedw ein transgenes YB-1 ist oder ein zellulSres, 
insbesondere zellulSres dereguliertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 wird dabei 
bevorzugterweise ein solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere einen oder 
den Adenoviras in einer Zelle zur Expression gebracht wird, Bei dem E2-Late-Promotor 
handelt es sich bevorzugterweise um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er im 
Wildtyp-Adenovirus vorhanden ist, oder um einen E2-Late-Promotor, wie er im 
^^^usammenhang mit der Expression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wild. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des dritten und/oder vierten Aspekts der vorliegenden 
Erfindung ist der Adenovirus so ausgebildet wie hierin ofienbart, insbesondere so, wie er 
ausgestaltet ist, um erfindungsgemaS verwendet zu werdea. 

In einem fiinften Aspekt wild die Aufgabe geiast durch ein virales Onkog^protein, 
insbesondete ein isoliertes virales Onkogenprotein, wobei dieses die folgenden Eigenschaften 
aufweist: 

a) Transaktivierung mindestens eines viralen Gens in YB-1 Kan-positiven 
Zellen, das ausgewahlt ist aus der Grappe, die E1B-55K, E3ADP und E4orfiS 
und E4orO umfasst; und 
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b) keine Induktion von YB-1 in einem Zellkem, insbesondCTe in dem Zellkem 
der Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist. 

In einer Axisfuhrungsform ist vorgesehen, dass das virale Onkoprotein El A ist. 

In einer weiteren Ausfiflirungsfonn ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein gpgenflber 
dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei 
die Deletion bevorzugt eine solche ist, die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Deletion des 
Bereichs CR3, Deletion des N-Tenninus und Deletion des C-Terminus umfasst. 

In einer AusfUhrungsform ist vorgesehen, dass die Induktion von YB-1 durch das virale 
Onkogenprotein unterbleibt, wenn E4orf6 und/oder ElB 55 kD nicht in der den Zellkem 
aufweisenden Zelle vorhanden ist/sind. 

Dabei ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprodukt an Rb zu binden in der Lage ist. 

In einer altemativen Ausf&hnmgsform ist vorgesehen, dass das virale Onkogenprotein eine 
oder mehrer Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche 
in der CRl-Region und/oder der CR2-Region des ElA-Onkogenproteins isL Dabei ist 
l^orgesehen, dass das virale Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

hi einem sechsten Aspekt betriffl die Erfindung die Verwendung eines viralen 
Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralen RepUkadonssystems, umfassend eine 
Nukleins9ure, die ftir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemafi 
verwendet wird, codiert, und umfassend eine Nukleins&ure eines Helfervirus, wobei die 
Nukleins^ure des Helfervirus eine Nuldeinsauresequenz umfsisst, die fiir YB-1 codi^. 



In einer Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die virale NuldeinsSure, insbesondere die 
adenovirale Nukleinsaure, imd/oder die Nukleinsaure des Helfervirus als replizierbarer Vektor 
vorliegt. 



BOHMANN & LOOSEN 

10 



111 einem siebten Aspekt betiifift die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure codierend 
fiir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, zur 
Herstellung eines Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fiir die 
Behandlung von Tumoren. 

In einer Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die Zellen, insbesondere die den Tumor oder 
Teile davon ausbildenden Zellen, eine Resistenz, insbesondere eine Mehrfachresistenz gegen 
pharmakologische Wirkstofife, bevorzugterweise Antitumonnittel, und bevorzugtererweise 
Zytostatika, aufweisen. 

^^1^ In einem achten Aspekt betrifift die Erfindung die Verwendung einer Nukleinsaure, die fiir 
einen Virus, insbesondere einen Adenovims, wie er erfindimgsgemSB verwendet wird, 
codiert, zur RepUkation in 2^11en, die YB-1 im Kem aufweisen, wobei der Virus 
rq>likationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fOr ein 
Onkogen oder Onkogenprodukt codiert, das zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein 
adenoviiales Gen transaktiviert in YB-*1 Kem-positiven Zellen, wobei das Gen ausgewShlt ist 
aus der Grappe, die ElBSSkDa, E4orfiS, E4orf3 und E3ADP umfasst. 

In einem neunten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendimg einer NukleinsSure, 
die fur einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird, 

•codiert zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die 
fteplikation durch YB-1 fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert wird, 
bevorzugterweise tlberwiegoid fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors. In einer 
Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dass das YB-1 CTitweder ein transgenes YB-1 ist oder 
ein zellulSres, insbesondere zellulSres dereguliertes YB-1 ist. Unter einem transgenen YB-1 
wird dabei bevorzugterweise ein solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere 
einen oder den Adenovirus in einer Zelle zur Expression gebracht wird. Bei dem E2-Late- 
Fromotor handelt es sich bevorzugterwdse um den adenoviralen E2-Late-PrDmotors, wie er 
im Wildtyp-Adenovirus vodianden ist, oder um einen E2-Late-Piomotor, wie er im 
Zusammenhang mit der Expression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wird. 

In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung einer Nukleinsaure, 
die fUr einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, wie er erfindungsgemaB verwendet wird. 
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codiert, zur Replikation in Zellen, wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation 
durch YB-1 tiber die Aktivienmg des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise 
iiberwiegend ttber die Aktiviexung des E2-Late-Promotors gesteuert wird. In einer 
Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das YB-1 entweder ein transgenes YB-1 ist oder 
ein zellulares, insbesondere zellulSres dereguliertes YB-1 ist, Unter einem transgenen YB-1 
wird dabei bevorzugterweise ein solches verstanden, das durch einen Vektor, insbesondere 
einen oder den Adeaovirus in einer Zelle zur Expression gebracht wird. Bei dem B2-Late- 
Piomotor handelt es sich bevorzugterweise um den adenoviralen E2-Late-Promotors, wie er 
im Wildtyp-Adenovinis vorhanden ist, oder um einen E2-Late-Promotor, wie er im 
Zusanunenhang mit der Expression von Transgenen hierin beschrieben verwendet wird. 

In einem elfien Aspekt wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Vektors 
um&ssend eine der vorstehend beschriebenen Nukleinsaure, zur Verwendung gemaB dem 
ersten oder zweiten Aspekt der vorliegmden &findung. 

In einem zwotften Aspekt betrifit die Er&idung die Verwendung eines mit YB-1 
wechselwirkendCTL Mttels zur Charakteiisierung von Zellen, Zellen dnes Tumorgewebes 
oder Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit einem Virus, insbesondere einem 
Adenovirus, wie er erfindimgsgemSfi verwendet wird, kontaktiert und/oder behandelt werden 
sollen. 



einer Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Mittel ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die Antikorper, Antikaline, Aptamere, Aptazyme und Spiegehnere umfasst. 

In einem dreizehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost dutch die Verwendung des 
erfindungsgemafien viralen Qnkogeiq>roteins oder einer dafflr codierenden Nukleins9ure zur 
Herstellung eines Virus, insbesondere eines Adenovims, wie er im Rafamen der 
Verwendtmgen gem3fi dem ersten und zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung verwendet 
wird. 



In einer Ausf&hrungsform ist dabei voigesehen, dass der Virus eine ftlr ein Transgen 
codierende NukleinsSure um&sst. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsfomi ist dabei vorgesehen, dass der Virus das Translations- 
und/oder das Transkriptionsprodukt eines Transgens um&sst. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass die NukleinsSure des 
adenoviralen Replikationssystems und/oder die NukleinsSure des Helfervirus ein Transgen 
Oder eine f&r ein Transgen codierende Niikleins9ure um&sst. 

In einer noch weiteren Ausflihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Nukleinsaure ein 
Transgen oder eine fur ein Transgen codierende Nukleinsaure umfasst. 

In Qiner altemativen Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Prodruggoie, Zytokine, Apoptose-induzierende Gene, 
Tumorsuppressorgene, Gene fUr Metalloproteinasen-Inhibitoren und Gene fur Angiogene- 
Inhibitoren umfasst. 

In einer AusfQhrungsfoim ist dabei vorgesehen, dass das Transgen ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die NukleinsSuren fUr siRNA, fOr Aptamere, fiir Antisense-MolekClle und fOr 
Ribozyme umfasst, wobei die siRNA, die Aptamwe, die Antisense-Molekiile und/oder die 
Ribozyme gegen ein Ziehnolekul gerichtet ist. 

•In einer weiteren Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass das Ziehnolekul ausgewahlt ist 
lus der Gmppe, die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, 
Angiogenese-Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, DNA-Reperaturenzyme, 

Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Transkriptionsfektoren, Metalloproteinasen, 
insbesondere Matrix-Metalloproteinasen, und Plasmmogenaktivator vom Urokinase-Typ 
um&sst. In eixL&L Ausf&hrungsform sind die Resistenz-relevanten Faktoren bevorzugt aus der 
Gruppe ausgewahlt, die P-Glykoprotein, MRP und GST um&sst, und umfassen auch die 
dafUr codierenden NukleinsRuren. In einer Ausfuhrungsform sind die Anti-Apopotose- 
Faktoren ausgewahlt sind aus der Gruppe, die BCL2 um&sst, und umfassen auch die daf&r 
codiar^dm NukleinsSuren. In einer AusfOhrungsform sind die Onkogene ausgewahlt aus der 
Gruppe, die Ras, insbesondere mutiertes Ras, Rb und Myc umfasst, und umfassen auch die 
dafiir codierenden NukleinsSuren. In einer AusfUhrungsform sind die Angiogenese-Faktoren 
ausgewahlt aus der Grappe, die VEGF und HMG-Proteine umfasst, und umfassm auch die 
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daf&r codierenden Nukleinsaureiu In einer Ausfiihrungsfonn sind die DNA-Synthese-Enzyme 
ausgewahlt aus der Grappe, die Telomerase umfasst, und umfassen auch die dafOr 
codierenden Nukleinsauren. In ein^ Ausfuhningsfonn sind die DNA-Reparaturenzyme 
ausgewahlt aus der Gruppe, die Ku-80 umfsisst, und umfassen auch die dafiir codierenden 
Nukleinsauren. In ciner Ausfiihrungsfonn sind die Wachstumsfaktoren ausgewahlt aus der 
Gruppe, die PDGF, EGF und M-CSF umfasst, und umfassm auch die dafiir codierenden 
Niikleinsauren In einer weitwen Ausfuhrungsfoim ist vorgesehen, dass die Rezq)toren 
insbesondere seiche der Wachstumsfaktoren sind, wobei bevorzugterweise die 
Wachstumsfaktoren aus der Gruppe ausgewahlt sind, die PDGF, EGF imd M-CSF umfasst, 
und umfassen auch die dafur codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfiihrungsform sind die 
Transkriptionsfaktor ausgewahlt aus der Grappe, die YB-1 umfasst, und umfassen auch die 
dafiir codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfiihrungsform sind die Metalloproteinasen 
insbesondere Matrix-Metalloproteinasen. In emer bevorzugtm Ausfiihrungsform sind die 
Matrix-Metalloprotemasen ausgewahlt aus der Gruppe, die MMP-1 und MMP-2 um&sst, und 
umfassen auch die dafOr codierenden Nukleinsauren. In einer Ausfiihnmgsfoim sind die 
Plasminogenaktivatoren vom Urokinase-Typ ausgewahlt aus der Grappe, die uPa-R um&sst, 
und mnfassen auch die dafur codierenden Nukleinsauren. 



hi einer noch weiteren Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass das Medikament 
weiterhin mindestens eine pharmazeutisch wirksame Verbindung enthalt. 

^^^^ einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dabei vorgesehen, dass die pharmazeutisch 
wirksame Verbindung ausgewahlt ist aus der Grappe, die Zytokine, Metalloproteinase- 
Ihhibitoren, AngiogCTiese-Inhibitoren, Cytostatika und Zellzyklus-Ihhibitoren umfesst 

Der vorliegenden Erfindung liegt die ttberraschende Erkenntnis zugrunde, dass die DNA- 
Replikadon von ElA-modij5zierten Adenoviren in YB-1 Kem-positiven Tumorzellen auf die 
Aktivierung des E2-late Piomotors zurttckzufilhren isL Unter ElA-modifizierten Adenoviren 
sind dabd solche Adenoviren zu verstehen, die (a) keine Replikation oder eine vergjichen mit 
dem jeweiUgen Wildtyp verringerte, bevorzugterwdse stark verringerte Rqplikation, in YB-1- 
Kem-negativen Zellen zeigCTi, {b) transaktivierend auf mindestens ein virales Gen wirken, 
wobei das Gen insbesondere ausgewahlt ist aus der Gruppe, die ElB-55kDa, E4orf5, E4orf3 
und E3ADP mnfasst, und/oder (c) zelluiares YB-1 dutch den Adenovirus nicht in den Kem 
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transloziert. Optional weisen die erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren die weitere 
Eigenschaft auf, dass nSmlich die Bindung des von dem Adenovirus kodierten £lA-Proteins 
die Bindung von E2F an RB stdrt bzw. den entsprechenden Konq>lex aus E2F und Rb 
au£zuldsen in der Lage ist. Adenoviren, die eines oder mehrere der vorstehend genannten 
Merkmale a) bis c), bevorzugterweise aUe Meikmale a) bis c) aufweisen, sind 
replikationsdefizient in Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen. 

In einer Ausfuhrungsfonn wird unter einer stark verringerten Replikation bierin insbesondere 
eine solche Replikation verstanden, die gegenuber dem Wildtyp lun den Faktor 2, 
bevorzugterweise um den Faktor 5> bevorzugtererweise um den Faktor 10 und am 
bevorzugtesten um den Faktor 100 verringert ist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist 
vorgesehen, dass der Vergleich der Replikation bei Verwendimg gleicher oder ahnlicher 
Zellinien, gleicher oder ahnlicher Virustiter fiir die Infektion (engl. multiplicity of infection, 
MOI, Oder eng}. plaque forming unit, pfu) und/oder gleicher oder Shnlicher allgemein^ 
Versuchsbedingungen durchgefOhrt wird. Dabei wild unter Replikation insbesondere die 
Partikelbildung verstanden. In weiteren Ausftihrungsfozmen kann jedoch als Mass filr die 
Replikation der Umfang der Synthese viraler Nuldeinsaure verstanden sein. Verfahroi zur 
Bestimmung des Uml^ges der Syndiese viraler NukleinsSuren sind ebenso wie Verfahren 
zur Bestimmung der Partikelbildung den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. 

•Die hierin beschriebenen Erkenntnisse bzw. die Verfahren, Verwendungen oder 
iTukleinsauren, Proteine, Replikationssysteme und dergleichen sind nicht notwendigerweise 
auf Adenoviren beschrankt. Grundsatzlich gibt es auch bei anderm Viren derartige Systeme, 
die hiermit ebenfalls um&sst sind. 

Bei Verwmdung der erfindungsgemSfien Viren oder bei der erfindungsgemSfien Verwendung 
der hierin beschiid>enen Viren kann eine dem Wildtyp vergleichbaie Replikation bereits bei 
einer Infektionsrate von 1 bis 10 pfii/Zelle erreicht werden gegentiber 10 bis 100 pfu/Zelle 
gemSfi dem Stand der Technik. 



Unter zellularem YB-1 soli hierin ein jedes YB-1 verstanden werden, welches von einer Zelle 
codiert imd bevorzugterweise auch exprimiert wird, wobei dieses YB-1 in der Zelle 
insbesondere vor der Infektion der betreffenden Zelle mit einem Adenovirus, 
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bevorzugterweise einem Adenovirus, und/oder einem Helfervims, wie hierin beschrieben, 
vorhanden ist. Es ist jedoch auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass zellulares YB- 
1 auch ein solches ist, welches erst durch exogene Mafinahmen, wie beispielswdse durch 
hifektion mit einem Virus, insbesondere mit einem Adenovims, in die Zelle eingefiihrt bzw. 
von dieser pioduziert wird. 

Ohne im folgenden darauf festgelegt sein zu woUen, geht der vorliegende Erfinder davon aus, 
dass der E2-early Promoter, d. h. der friihe E2-Promotor, im Rahmen der Replikation der 
hierin erfindungsgemaB verwendeten Viren nicht fiber den himianen zellularen E2F- 
Transkriptionsfaktor eingeschaltet wird. Das Einschalten der Replikation ist dabei unabhangig 
^^■vom Rb-Status der Zellen, d.h. dass die Tumorzellen, die unter Anwendung der hierin 
ofifenbarten Viren infiziert und in der Folge bevorzugt lysiert werden, sowohl funktionelle wie 
auch inaktive Rb-Proteine besitzen kdnnen. Zudem benatigt die adenovirale RepUkadon unter 
Verwendung der hierin ofFenbarten Adenoviren bzw. den hierin offenbarten Bedingungen 
kein fimktionelles p53 Protein, wird jedoch auch durch dessen Vorhandensein nicht nachteilig 
beeinflusst. Insoweit wendet sich die technische Lehre von dem mit der Anwendung der 
onkolytischen oder tumorlytischen Adenoviren vom Typ AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 
CB016 Oder jener Adenoviren, wie sie beispielsweise im europaischen Patent EP 0 931 830 
beschrieben sind, verfolgten Prinzip ab, bei denen eine und/oder mehrere Deletion(en) im 
El A-Protein vorgenommen worden war(en) unter der Annahme, dass intakte funktionelle Rb- 
^^^^roteine einer efOzienten Replikation in vivo entgegenwirken und somit eine adenovirale 
^^^Keplikadon in vivo nur in Rb-negativen bzw« Rb*mutierten Zellen sicher zu stellen. Diese 
adenoviralen Systeme nach dem Stand der Technik geh^ auf El A zuruck, um mittels des 
fitihen E2-Pn>motors (E2-early Promoter) und „fi:eiem E2F" die in vivo Replikation von 
Adenoviren zu steuem. Gleichwohl kfiimen diese im Stand der Technik bekanntm Viren 
erj5ndungsgem9£ verwendet w^den, d. h. zur Replikation in Zellen, die YB-1 unabhSngig 
vom Zellzyklus im Kem enthalten. 

Die in dem besagten europSischen Pabsnt EP 0 931 830 beschriebenen Viren und 
insbesondere Adenoviren kOnnen dabei erfindungsgemaB verwendet werden. Konkret handelt 
es sich bei den in besagtem Patent beschriebenen Viren um solche, die eine 
Replikaktionsdefizienz aufweisen und denen ein exprimiertes virales Onkoprotein fehlt, das 
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zur Bindimg eines fiinktibnellen Rb-Tumorsiq>pressor-Geiiprodukts fahig ist. Der Adenovirus 
kann dabei insbesondere ein solcher sein, dem exprimiertes virales ElA-Onkoprotein fehlt, 
das zur Bindung eines fiinktionellen Tumorsuppressor-Geaprodukt, insbesondere Rb, fahig 
ist. Das virale ElA-Onkoprotein kann dabei eine inaktivierende Mutation aufweisen, 
beispielsweise in der CRl-DomSne an den Anmiosauren 30 bis 85 in Ad 5, den 
NuMeotidpositionen 697-790, und/oder der CRZ-DomSne an den AminosHuren 120 bis 139 in 
Ad 5, den Nukleotidpositionen 920 bis 967, welche an der Bindung von pl05 Rb Protein, 
pi 30 und pi 07 Protein beteiligt sind. Dabei kann auch vorgesehen sein, dass der Adenovirus 
vom Typ 2 dl 312 oder Adenovirus vom Typ 5 NT dl 1010 ist. 

^^Bsei der erfindungsgemafien Verwendung von Adenoviren zur Herstellung eines 
Medikamentes, insbesondere zur Herstellung eines Medikamentes fiir die Behandlung von 
Tumorerkrankungen, und bei der erfindungsgemafien Verwendung von Adenoviren zur 
Replikation in Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, erfolgt die Replikation letzten Endes in 
solchen Zellen, die YB-1 im Kern, bevorzugterweise unabhangig vom Zlellzyklus, aufweisen, 
mithin YB-l-Kem-positiv sind. Dabei ist besonders beachtlich, dass die Adenoviren als 
solche in Zellen, die YB-1 nicht im Kem, sondem im Wesentlichen nur im Zytoplasma 
enthalten, nicht oder stark verringert replizieren. Insoweit ist es erforderlich, dass filr eine 
erfolgreiche Replikation dieser Viren YB-1 im Kem vorhanden ist Dies kann beispielsweise, 
wie auch im Folgenden noch ausgefuhrt werden wird, durch Anlegen solcher Bedingungen an 

•die Zellen realisiert werden, dass es zur Expression oder dem Vorhandensein von YB-1 im 
lem kommt. Eine entsprechende MaBnahmen kann z. B. die CodiCTung bzw. Exprimierung 
von YB-1 durch die erfindxmgsgemaB verwendeten Adenoviren sein, die in Erganzung zai den 
adenoviralen Genen auch eine genetische Information in sich tragen, die fur YB-1 und 
insbesondere dessen Expression codiert. Andere MaBnahmen, die zum Transport, zur 
Induktion oder Expression von YB-1 im Kem der Zelle fuhren, sind das Anlegen von 
Stressbedingungen wie beispielsweise die Applikation von Zytostatika, Bestrahlung, 
Hyperfhmnie und dergleichen an die Zelle bzw. den eine - solche - Zelle enthaltenden 
Qrganismus. 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung, insbesondere zur Tumorlyse, verwendeten 
Adenoviren zeichnen sich weiteihin dadurch aus, dass sie in solchen Zellm, die YB-1 im 
Kem nicht aufweisen, mithin YB-l-Kem-negativ sind, nicht rq>lizieren. 
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Bin weiteres Merkmal der erfindtmgsgemSfi zu verwendenden Adenoviren besteht darin, dass 
sie fOr ein virales Onkoprotein, das hierin auch also 0£ikogeiq>rotein b^eichnet wird, 
codieren, wobei es sich bei dem Qiikogetq>rotein bevorzugter Weise um El A handelt, wobei 
das Onkogenpiotein in der Lage ist, zuxnindest em virales Gen zu aktivieren, welches einen 
Einfluss auf die Replikation des Virus und/oder die Zellyse der von dem Vims infizierten 
Zelle haben kann. Dabei ist bevorzugt, dass der Einfluss auf die R^likation dergestalt ist, das 
d«" Virus bei Vorhandensein des Onkogenproteins besser rq>liziert als bei Fdden des 
Onkogenproteins des jeweilige Virus. Dieser Vorgang wird hierin auch als transaktivierend 
bezeichnet imd insbesondere als El A-transaktivi^end bezeichnet, wenn die Transaktivierung 
von El A vermittelt wird. Die Bezeichnung „transaktivieren" oder „Transaktivierung" 
beschreibt dabei bevorzugt den Vorgang, dass das in Frage stehende virale Onkoprotein auf 
die ^Expression und/oder auf die Transkription eines anderen oder mehrerer anderer Gene als 
das fUr das virale Onkoprotein selbst codierende Gen Einfluss nimmt, d. h. bevorzugterweise 
dessen Expression und/oder Translation steuert, und diese(s) insbesondere aktiviert. D^artige 
virale Gene sind bevorzugter Weise ElBSSkDa, E4orf6, E4orQ und E3ADP sowie beliebige 
Kombinationen der vorstehend genannten Gene bzw. Genprodukte. 

Ein weiteres, wemigleich bevorzugterweise optionales, Merkmal der erfindungsgemSfi zu 
verwendenden Adenoviren ist deren Bindungsverhalten zu bzw. mit dem Tumor-Suppressor 
Rb. Es ist grundsatzlich im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass die erfindungsgemaB 
lerwendeten Adenoviren an Rb binden oder nicht binden kSnnen. Die Verwendung der 
beiden altemativen Ausgestaltungsformen der Adenoviren ist dabei unabhangig vom Rb- 
Status der behandelnden Zelle mdglich. 

Um ElA die Fahigkeit zu verleihen, nicht an Rb binden zu konnen, sind beispielsweise 
folgende Deletionen am ElA-Onkoprotein mdglich: Deletion in der CRl-Regicm 
(Aminosaurepositionen 30-85 in Ad5) und Deletion der CR2-Region (Aminosaurqpositionen 
120-139 in Ad5). Dabei bleibt die CR3-Region erhalten und kam ihre transaktivieraide 
Ftusktion auf die anderen £rflhen viralen Gene ausilben. 

Um ElA die Fahigkeit zu verleihen, an Rb binden zu kSnnen, sind dagegen folgende 
Deletions am ElA-Onkoprotein grundsatzKch mSglich: Deletion der CR3-Region 
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(Aroinosaurepositioneii 140-185); Deletion des .N-Terminus (Aminosaurepositionen 1-29); 
Deletion der Aminosaurepositionen 85-119; und Deletion des C-Tenninus 
(Aminosaurepositionen 186-289). Die hier aufgeftlhrten Bereiche interferieren nicht mit der 
Bindimg von E2F an Rb. Die transaktivierende Funktion bleibt erhalten, ist jedoch gegentiber 
vom Wildtyp-Ad5 veningert. 

Derartige im Stand der Technik grundsatzlich bereits bekannte Viren geiten allgemein als 
replikationsdefizient. Es ist jedoch das Verdienst des vorliegenden Erfindes, eikannt zu 
haben, dass sie dennoch zur Replikation in einem geeigneten Hintergrund, insbesondere 
einem zellularen Hintergrund geeignet sind. Ein derartiger geeigneter zellularer Hintergrund 
wird durch das Vorhandensein von YB-1 im Kern, bevorzugterweise eine Zellzyklus- 
unabhangige Anwesenheit von YB-1 im Kern, bedingt oder bereitgestellt. Der Begriff der 
Zellen oder zellularen Systeme, wie hierin verwendet, umfasst dabei Fragmente oder 
Fraktionen von ZellaufschlOssen ebenso wie Zellen, die in vitro, in vivo oder in situ 
vorliegen. Insoweit umfasst der Begriff zelluiare Systeme odCT Zellen auch solche Zellen, die 
in einer Zellkultur, Gewebekultur, Organkultur oder in einem Gewebe oder Organ in vivo 
bzw. in situ, isoliert, in Gruppen oder als Teil von Geweben, Organen oder Qrganismen oder 
aber auch als solches in einem bevorzugterweise lebenden Organismus vorUegen. Bei dem 
Organismus handelt es sich bevorzugter Weise um einen Wirbeltier-Organismus und 
bevorzugterer Weise um ein Saugetier. Besonders bevorzugterweise ist der Organismus dabei 
ein menschlicher Organismus. 

Darttber hinaus ist es im Rahmen der vorliegendoi Erfindung, dass auf der Grundlage der 
hierin gegebenen technischen Lehre neue Viren erzeugt werden, die das Replikationsverhalten 
der hierin beschriebenen und im Stand der Technik bekannten Adenoviren in solchen Zellen 
zeigen, die YB-l-Kem-positiv sind Mit anderen Worten, insbesondere bevorzugterweise 
ausgehend von dai bereits bekannten Adenoviren koimen weitere Viren konzipiert werd^ 
die die hierin definierten, fur die erfindungsgemafie Verwendung erforderlichen Meikmale 
aufweisen. 



Im ZusammCThang mit der vorliegenden ErjBndung ist das modifizierte El A-Onkoprotein der 
verschiedenCTL, erfindimgsgemafi zu verwendenden Adenovirm in der Lage transaktivierend 
auf die frOhen virale Gene, wie beispielsweise E1B55K, E4orf3, E4orf6, E3ADP, in YB-1 
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kempositiven Zellen zu wiiken. Dabei liegt sonst bevorzugterweise keine Veranderung im 
vifalen Genom vor und der entsprechende Adenovirus karni insoweit ansonsten einen 
AdenoAoren vom Wildtyp oder Abwandlung davon entsprechen. 

Zu den hierin ofifenbarten Viren, die fur ein transaktivierendes Onkogenprotein im Sinne der 
vorliegenden Erfindung codieren oder ein solches umfassen, gehSren beispielsweise die 
Adenoviren AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB106 und/oder die im europaischen Patent BP 
0931 830 beschriebenen Adenoviren, die jeweils in der Lage sind, transaktivierend auf die 
frOhen Gene z.B. ElB, E2, E3 und/oder E4 zu wirken, xmd ist vergleichbar mit Adenovirus 
vom Wildtyp, insbesondere vom Wildtyp Ad5 aufweisen. Verantwortlich fiir die 
Transaktivienmg ist in diesen Fallen ein bestimmter Bereich des ElA Proteins. Innerhalb von 
verschiedenen Adenovirus-Serotypen kommen 3 hoch konservierte Bereiche im ElA Protein 
vor. Der Bereich CRl von 41-80 AS, CR2 von 120-139 und CR3 von 140-188 AS. Die 
transaktivierende Funktion beruht haiq)ts9chlich auf das Vorhandensein der CR3-Region im 
ElA Protein. Die AS-Sequenz von CR3 liegt in den oben genannten Adenoviren unverandert 
vor. Dies fiihrt dazu, dass die Transaktivierung der frOhen Gene ElB, E2, E3 und E4 
unabhSngig davon erfolgt, ob YB-1 un Kem oder im Zytoplasma vorhanden ist. 

Im rekombinanten Adenovirus dlS20 ist dahingegen der CR3-Bereich deletiert worden. Damit 
exprimiert dlS20 ein sogenanntes E1A12S Protein, welches nicht die AS-Sequenz der CR3- 
Region aufweist. Dies fiihrt dazu, dass dl520 nur eine ganz schwache transaktivierende 
on austlben kaim, insbesondere auf die E2-Region, und somit in YB-1 Kem-negativen 
Zellen nicht repliziert. In YB-1 Kem-positiven Zellen iibeminmit YB-1 die Transaktivierung 
der £2-Region, und ennoglicht somit eine efEziente Replikation dlS20. Darauf beruht die 
Verwendung von Systemen wie dl520 bzw. auf der Grundlage von dl520 zu dea hierin 
ofifenbarten Zwecken. Ein weiterer wichtiger Unt^chied zwisch^ beiden vorstehend 
beschriebenen Gnq)pen von Adenoviren, d. h. delta 24 (hierin auch als AdA24 bezeichnet) 
und dlS20 besteht darin, dass bei dlS20 die frOhen Gene ElB, E3 und E4 stSiker in YB*1 
Kem<-positiven Zellen als in YB-1 Kem-negativen Zellen transaktivi^ werden. Bei delta 24 
bestehen hingegen keine bzw. nur geringf&gige Unterschiede. Die Transaktivierung von dlS20 
bzw. genauer des E1A12S Proteins ist aUenhngs eiheblich schwacher im Vergleich zum 
Wildtyp-Adenovirus. Diese Transaktivierung reicht aUerdings aus, mn eine efiSziente 



^^Regior 
^^^nnktii 
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Replikation in YB-1 kempositiven Zellen durchzufiihren, wie dies auch in Beispiel 10 gezeigt 
ist. Die hierin und speziell in diesem Zusanunenhang beschriebene Ausgestaltung des El A- 
Proteins bzw. der dafOr codierenden NukleinsSure in der Form, dass das ElA-Protein 
gegenuber dem Wildtyp-Onkogenprotein ElA eine oder mehrere Deletionen und/oder 
Mutationen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, die ausgewShlt ist aus der 
Gruppe, die Deletionen des Bereiches CR3 und Deletionen des N-Toniinus und Deletionen 
des C-Terminus umi^st, einschliefilich und besonders bevorzugt jener Ausgestaltungen des 
ElA-Proteins wie im Zusammenhang mit dI520 oder AdA24, dl922 bis 947, ElAd/01/07, 
CB106 und/oder die im europaischen Patent EP 0 931 830 beschriebenen Adenoviren, stellen 
Ausfuhrungsformen von Viren, insbesondere von Adenoviren dar, deren R^likation diurch 
I YB-1 fiber die Aktivierung des E24ate-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise 
ttberwiegend fiber die Aktivierung des E2-late-Promotors. Weitere Ausgestaltungen des ElA- 
Proteins, die diese Form der Replikation von Adenoviren erlauben, koimen auf der Grundlage 
der hierin gemachten OfTenbarung von den Fachleuten auf dem Gebiet hergestellt werden. 

Bei weiteren, neu zu konstruierenden rekombinanten Adenovirra, die hi^in auch als 
Abwandlungen bezeichnet werden und die erfindungsgem£LB verwendet werden kdnnen, liegt 
typischerweise eine El-Deletion, eine El/E3-Deletion und/od^ eine E4-Deletion vor, d. h. 
die CTsprechenden Adenoviren sind nicht in d^ Lage, funktional aktive El- und/oder E3- 
und/oder E4-Expressionsprodukte bzw. entsprechende Produkte zu erzeugen, oder mit 

Ianderen Worten, diese Adenoviren lediglich in der Lage sind, funktional inaktive E1-, E3- 
■id/oder E4-Expressionsprodukt zu erzeugen, wobei ein funktional inaktives E1-, E3- 
xmd/oder E4-Expressionsprodukt ein solches, welches entweder gar nicht als 
Expressionsprodukt, sei es auf der Ebene der Transkription und/oder der Translation, oder in 
einer Form vorliegt, bei der es zumindest eine der ihm im Adenovirus vom Wildtyp 
zukommende Funktion nicht aufweist. Diese dem Expressionsprodukt im AdCTiovirus vom 
Wildtyp zukonimenden Funktion(en) ist/sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und 
beispielsweise beschrieben in Russell, W. C, Journal of Virology, 81, 2573-2604, 2000. 
Russell (a.a.O.) beschreibt im ubrigen auch Prinzipien der Konstruktion von Adenoviren imd 
adenoviralen Vektoren, die hierin durch Bezugnahme aufgenommen werden. Es ist auch im 
Rahmen dec vorliegenden Erfindung, dass das modifizierte ElA-Qnkoprotein, E1B-55K, 
E4orfiS und/oder E3 ADP (adenoviral death protein (ADP)) (Tollefeon, A. et al., J. Virology, 
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70, 2296-2306, 1996.) in einem solchen Vektbr einzein oder in beliebiger Kombination zur 
Expression gebracht wird/werden. Dabei kSnnen die einzelnen genannten Gene ebenso wie 
die hierin offenbarten Transgene unabhSngig von einander entweder in der El und /oder E3 
und/oder E4-Region einkloniert und mit Hilfe eines geeigneten Promoters oder unter 
KontroUe eines geeigneten Promotors zur E^qiression gebracht werden. Grundsatzlich sind die 
Regionen El, E3 und E4 als Klonierungsstellen innethalb der adenoviralen NukleinsSure 
gleichermafim geeignet. Geeignete Promotoren sind u. a. jene, wie sie hierin hn 
Zusammenhang mit der Steuerung bzw. Expression von El A, insbesondere des modifizierten 
El A, offenbart sind. 

^^^BSchliefilich ist in einer Ausfuhmngsfonn vorgesehen, dass die erfindungsgemaB verwendeten 
Adenoviren hinsichtlich ElB defizient, insbesondere hinsichtlich ElB 19 kDa-defizient sind 
Dabei wird hierin allgemein unter dem Begriff defizient ein Zustand verstanden, bei dem ElB 
die im Wildtyp inhSrente Gesamtheit der Eigenschafien nicht aufweist und mindestens eine 
dieser Eigenschaften fehlen. 

Die Adenovirus wie sie gemSfi der hierin offenbarten Erfindung verwendet weiden, sind 
grundsatzlich im Stand der Technik zumindest in einigen AusfOhrungsformen bekannt. Bei 
den erfindungsgemaB verwendeten Adenoviren handelt es sich bevorzugter Weise um 
rekombinante Adenoviren, insbesondere auch daim, wenn eine VerSnderung gegentiber dem 

•Wildtyp vorgenommen wurde im Sinne der hierin gegebenen technischen Lehre. Es ist im 
lahmen der Kenntnisse der Fachleute auf diesem Gebiet, ftir die Erfindung unwesentliche 
adenoviralen Nukleinsauresequenzen zu deletieren bzw. zu mutieren. Derartige Deletionen 
k5nnen z. B die fur einen Teil der E3 und E4 codierende Nukleinsaure betrefien wie hierin 
auch beschrieben. Bei einer Deletion von E4 ist dabei besondeis bevorzugt, wenn sich diese 
nicht auf das Protein £4or£5 erstreckt, mitiiin der erfindungsgemaB zu verwendende 
Adenovirus E4orffi codiert. In bevorzugten Ausf&hrungsformen kdnnen diese adenoviralen 
Nukleinsauren noch in das virale K^^sid vetpackt werden und damit infekti6se Partikel 
ausbilden. Gleiches gilt filr die erfindungsgemafie Verwendung der Nukleinsauren. Generell 
gilt es auch noch festzuhalten, dass die adenoviralen Systeme hinsichtlich einzelner oder 
mehrerer Expressionsprodukte defizient sein k6nnen. Dabei ist zu berOcksichtigen, dass dira 
zum einen darauf boiih^ kann, dass die filr das Expressionsprodukt codierende Nukleinsaure 
vollstandig Oder in dem MaBe mutiert oder deletiert ist, dass im wesentlichen kein 
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Expressionspiodukt mehr gebildet wird, oder darauf; dass regulative bzw. die E?q>ression 
steuemde Elemente wie Promotoren oder Transkiiptionsfaktoren fehlen oder anders als im 
Wildtyp aktiv sind, sei es auf der Ebene der Nukleins&ire (Fehlen eines Promotors; cis- 
wirkende Element) oder auf der Ebene des Translations- bzw. Transkriptionssystenis (trans- 
wirkende Elemente). Grerade der letztere Aspekt kann dabei vom jeweiligen zellulSren 
Hintergrund abhSngen. 

Neben der Verwendung von an und fiir sich bereits bekannten Adenoviren gemafi der 
vorliegenden Erfindung konnen auch neue Adenoviren in dem Umfang verwendet werden, 
wie dies fiir die anderen hierin beschriebenen Adenoviren bereits ofFenbart ist. Die 
erfindungsgemaBen neuen Adenoviren ergeben sich aus der hierin offenbarten technischen 
Lehre. Besonders bevorzugte Vertreter sind dabei beispielsweise die hierin in Fig. 16 und Fig. 
17 dargestellten Viren Xvir03 und Xvir03/01, deren Konstruktionsprinzip auch in den 
Beispielen 1 1 und 12 weiter veranschaulicht ist. 



Im Falle des Vektors XvirOS wurde in der El -Region ein CMV-Promotor kloniert, der die 
duich eine IRES-Sequenz getrennten Nukleinsauren fiir ElB 55k und E40RF6 codierL 
Infolge Einklonierung dieser beiden Gene b2w. der daraus hergestellten Genprodukte kommt 
es zu einer ReplikationsefiBzienz, die praktisch derjenigCT von Wildtyp-Viren entspricht, 
wobei die Selektivitat der Replikation in 2fellen, insbesondere Tumorzellen, insoweit 

Ibeibehalten wird, als dass eine Replikation, insbesondere in YB-l-Kem-positiven Zellen und 
lisbesondere in solchen Zellen erfolgt, bei denen YB-1 dereguliert vorliegt. Zellen, in denen 
YB-1 dereguliert vorliegt, sind dabei bevorzugt solche, die eine erhShte Expression von YB- 
1, bevorzugt Kompartiment-unabhSngig, aufweisen verglichen mit normalen oder Nicht- 
Tumorzellen. 

Eine WeiterentwicMung des Virus XvirOS stellt der Virus Xvir03/01 dar, bei dem unter der 
Kontrolle eines spezifischen Promotors, insbesondere eines Tumor- oder Gewebe- 
spezifischen Promotors, thers^eutische Grate oder Transgene in einer bevorzugten 
Ausfilhrungsfonn einMoniert sind. Weiterhin ist es im Rahmen eines derartigen Virus, dass 
auch die Region E4 fiinktional inaktiv ist, bevorzugterweise deletiert ist. Die hierin 
beschriebenen Transgene kdmen dabei auch in die E4-Region kloniert werden, wobei dies 
altemativ oder ergSnzend zum Klonieren der Transgene in die E3-Region erfolgen kann. 
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Derartige ther^eutische Gene kSnnen dabei Prodrag-Gene, Gene fur Zytoldne, Apoptose- 
induzierende Gene, Tumorsuppressorgene, Gene fUr Metalloproteinasen-Inhibitoren imd/oder 
Angiogenese-Inhibitoren sein. Femer konnen siRNA, Aptameren, Antisense und Ribozyme 
exprimi^ werden die gegen Krebs-relevante ZielmolekOle gerichtet sind Bevoizugterweise 
ist das einzebie oder die mehreren ZielmolekOle aus der Gruppe ausgew9hl1; die Resistenz- 
relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, Angiogenese-Faktoren, DNA- 
Synthese-Enzyme, DNA-Reperaturenzyme, Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, 
Transkriptionsfaktoren, Metalloproteinasen, insbesondere Matrix-Metalloproteinasen, und 
Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ umfasst. Bevorzugte Ausfuhrungsformen davon 
sind hierin bereits offenbart. 

Mfjgliche Prodrag-Gene, wie sie in bevorzugten Ausfuhrungsfonnen verwendet werden 
konnen, sind beispielsweise Cytosine deaminase, Thymidin kinase, Carboxypeptidase, Uracil 
phosphoribosyltransferase; Purin Nukleosid Phosphorylase (PNP); Kim et al. Trends in 
Molecular Medicine, Volume 8, No.4 (Si5)pl), 2002; Wybranietz W.A. et al.. Gene Therapy, 
8, 1654-1664, 2001; Niculescu-Duvaz et al., Curr. Opin. Mol. Therapy, 1, 480.486, 1999; 
Koyama et al.. Cancer Gene Therapy, 7, 1015-1022, 2000; Rogers et al.. Human Gene 
Therapy, 7, 2235-2245, 1996; Lockett et al.. Clinical Cancer Res., 3, 2075-2080, 1997; 
Vijayakrishna et al., J. Pharmacol. And Exp, Therapeutics, 304, 1280-1284, 2003, 

ogliche Zytoldne, wie sie in bevorzugten Ausfuhrungsformen verwendet werden konnen, 
sind beispielsweise GM-CSF, TNF-alpha, 11-12, 11-2, 11-6, CSF, Interferon-Gamma; Gene 
Therapy, Advances in Pharmacology, Volume 40, Editor: J, Thomas August, Academic Press; 
Zhang und Degroot, Endocrinology, 144, 1393-1398, 2003; Descamps et al., J. Mol. Med., 
74, 183-189, 1996; Majumdar et al.. Cancer Gene Therapy, 7, 1086-1099, 2000. 

Mogliche Apoptose-induzia:ende Gene, wie sie in bevoizugten AusfuhrungsformCTi 
verwendet werden konnen, sind beispielsweise Decorin: Tralhao et al., FASEB J, 17, 464- 
466, 2003; Retinoblastoma 94: Zhang et al.. Cancer Res.,63, 760-765, 2003; Bax und Bad: 
Zhang et al. Hum. Gene Ther., 20, 2051-2064, 2002; Apoptin: Notebom und Pietersen, Adv. 
Exp. Med. BioL, 465, 153-161, 2000); ADP: Toth et al.. Cancer Gene Therapy, 10, 193-200, 
2003; bcl-xs: Sumantran et al,. Cancer Res, 55, 2507-2512, 1995; E4orf4: Braithwaite und 
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Russell, Apoptosis, 6, 359-370, 2001; FasL, Apo-1 und Trail: Boehringer Manheim, Guide to 
Apoptotic Pathways, Aral et aL, PNAC, 94, 13862-13867, 1997; Dims; Yamaguchi et al.. 
Gene Ther^y, 10, 375-385, 2003; GNR163: Oncology News, 17 Juni, 2000, sind. 

Mfigliche Tumorsiqjpressor-Gene, wie sie in bevoizugt^ AusfUhrungsfotmen verwoidet 
warden kfinnen, sind beispielsweise EIA, p53, pl6. p21. p27. MDA-7. Opalka et al.. Cell 
Tissues Organs, 172, 126-132, 2002 , Ji et al.. Cancer Res., 59, 3333-3339, 1999, Su et al., 
Oncogene, 22, 1 164-1 180, 2003. 

MSgliche Angiogenese-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten Ausfflhrungsfonnen verwendet 
^^^werden kSnnen, sind beispielsweise Endostatin, angiostatin : Hajitou et al., FASEB J., 16, 
1802-1804, 2002, und AntikSiper gegen VEGF (Feirara, N., Semin Oncol 2002 Dec; 29 (6 
Suppl 16): 10-4. 

Mdgliche Metalloproteinase-Inhibitoren, wie sie in bevorzugten Ausfdbrungsfonnen 
verwendet werden kfinnen, sind beispielsweise Itmp-S^ Ahonen et al., Mol Therapy, 5, 705- 
715, 2002; PAI-1; Soffet al., J. Clin. Invest., 96, 2593-2600, 1995 ; Tin^U Brandt K. Curr. 
Gene Therapy, 2, 255-271, 2002. 

siRNA (short interfaing RNA) besteht aus zwei, bevorzugt zwei getrennten RNA-StrSngen, 
die infolge Basenkomplementaritat miteinander hybridisieren, d.h. im wesentlichen 

•^engepaart vorlieg«i, und weist bevozugterweise eine LSnge von bis zu 50 Nukleotiden 
Mf, bevorzugterweise zwischen 18 und 30 Nukleotiden, bevorzugtererweise weiniger als 25 
Nukleotide und am bevorzugtesten 21, 22 oder 23 Nukleotide, wobei sich diese Zahlenweite 
auf einen Einzelstrang der siRNA, insbesondere auf die LSnge des Bereiches eines 
Binzelstranges, der mit einem, graiauer dem zweitra Einzelstiang hyhridisiert bzw. 
basenpaart, beziehao. siRNA induziert odec vermittelt spezifisch den Abbau von mRNA- Die 
dazu erforderliche SpezifitSt wird durch die Sequenz der siRNA und damit ihren Bindungsort 
vomittelt. Die abzubaueode Zielsequenz ist dabd im wesentlichen komplementir zu dan 
rasten Oder zu dem zweiten die siRNA aufbauoiden Strang. Obwohl die genauen 
Wirknjfichanismen noch unklar sind, wird vemiutet, dass siRNA fiir ZeUen eine biologische 
Sttategie darstellt, \«^hrend der ^twicklung bestimmte Allele zu hemmen und sich vor Viren 
ztt schOtzen. Die durch siRNA vemuttelte RNA-Interferenz wird als Verfahren zur 
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spezifischen Unterdnickung oder gar vSlUgen Ausschaltung der Expression eines Proteins 
durch Einbringen einer gensp^fischen doppelstrangigen RNA benutzt. FOr hfihere 
Qrganismen ist eine 19 bis 23 Nukleotid lange siRNA deshalb besonders geeignet, weil sie 
nicht zur Aktivierung der iinspezifischen Abwehrreaktion, zur sogenannten Interleukin- 
Antwort fOhrt. Die direkte Transfektion von doppelstrSngiger RNA aus 21 Nukleotiden xoit 
symmetrischen 2-nt 3' tiberhSngen konnte eine RNA-Interferenz in S3ugetierzellen 
vermitteln nnd zeigte im Vergleich zu anderen Technologien wie Ribozymen und Antisense- 
MolekOlen eine hohe Efifizienz (Elbashir, S. Harborfh J. Lendeckel W. Yalvcin, A Weber K 
Tuschl T: Duplexes of 21 -nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured 
_ mammalian cells. Nature 2001, 411: 494-498). Nur wenige siRNA-Molekule geniigten, urn 
I^^Bdie Expression des Zielgens zu unterdriicken. Um die Limitierungen exogen zugefuhrter 
siRNA, die insbesondere in der transienten Natur des Interferenz-PhSnomens und der 
spezifischen Abgabe (engl. delivery) der siRNA-Molekule liegen, zu umgehen, werden im 
Stand der Technik auch Vektoren eingesetzt, die eine endogene siRNA-Expression erlaubrai. 
Hierfitr werden beispielsweise Oligonukleotide mit einer L9nge von 64 Nukleotid^u die die 
19 Nukleotide lange Zielsequenz einschliefien, sowobl in sense- als auch in antisense- 
Orientierung, getremit durch eine beispielsweise 9 Nukleotide lange Spacer-Sequenz, in den 
Vektor eingebaut. Das resultierende Transkript faltet sich zu einer Haamadelstrukhir mit einer 
Stanmistruktur (engl.: stem) von beispielsweise 19 Basenpaaren. In der Zelle wird die 
Schleife rasch abgespaltet, so daB eine fimktionelle siRNA entsteht (Brummelkamp et al.. 
Science, 296, 550-553, 2002) 

e Aktivitat von pRb bzw. E2F wird durch Phosphorylierung regulierL Die 
hypophosphorylierte Form von pRb tritt hauptsSchlich in der Gl- und M-Phase auf. Dagegen 
tritt die hypeiphosphorylierte Form von pRb in der S- und G2-Phase auf Duich die 
Phosphorylierung von pRb wird E2F aus dem Komplex aus E2F und hypophosphoryliertem 
pRb fireigesetzt. Die Freisetzung von E2F aus dem Komplex aus E2F und 
hypophosphoryliertem pRb fiihrt zur Trandcription von E2F-abhangigen Genen. Das ElA- 
Protein bindet nur an die hypophosphorylierte Form des pRb, wobei die Bindxmg von El A an 
pRb hauptsachlich fiber die CR2-Region des El A-Proteins erfolgt Zudem bindet es auch an 
die CRl-Region, allerdings mit emer schwScheren AfBnitat (Ben-Israel and Kleiberger, 
Frontiers in Bioscience, 7, 1369-1395, 2002; HeU und Galloway, Carcinogenesis, 24, 159- 
169, 2003). 
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Die fiir YB-1 codierende Nukleinsaure, die in einer Ausfiihrungsfonn der erfindungsgCTiSB 
zu verwendenden Adenoviren Bestandteil der Adenoviren sein kann, kann dabei eine einen 
Kemtransport von YB-1 vermittelnde NukleinsSuresequenz umfassen. Als Adenoviren bzw. 
adenovirale Systeme iind damit die entsprechenden Nukleinsauren kdnnen im Zusammenhang 
damit und in Kombination mit diesen erfindungsgemafien NukleinsSuren die 
erfindungsgemafien Nukleins&uren, Adenoviren und adenoviralen Systeme sowie die im 
Stand der Technik bekannten Adenovirm wie beispielsweise Onyx-015, AdA24, dl922-947. 
El Ad/01/07, CB016, dl 520 und die im Patent EP 0931 830 beschriebenen Adenoviren 
verwendet werden. Geeignete, den Kemtransport vennittebide Nukleinsauresequenzen sind 
den Fachleuten auf dem Gebiet bekaimt und beispielsweise beschrieben in (Whittaker, G.R. et 
al., Virology, 246, 1-23, 1998; Friedberg, E.G., TIBS 17, 347, 1992; Jans, D.A. et al„ 
Bioessays 2000 Jun; 22(6): 532-44; Yoneda, Y., J, Biocehm. (Tokyo) 1997 Majr, 121(5): 811- 
7; Boulikas, T., Grit Rev. Eukaryot Gene Expr. 1993; 3(3): 193-227; Lyons RH, MoL Cell 
BioL, 7, 2451-2456, 1987). Bei den Kmitransport vennittelnden Nukleinsauresequenzen 
kdnnen verschiedene Prinzipien vCTwendet werden, Ein derartiges Prinzip besteht 
beispielsweise darin, dass, dass YB-1 als Fusionsprotein mit einem Signalpeptid ausgebildet 
wird und infolge des Signalpeptids YB-1 in den Zellkem geschleust wird und damit die 
erfindungsgemSBe Replikation der Adenoviren erfolgt. 



I Ein weiteres Prinzip, welches bei der Ausgestaltung der erfindungsgemafi verwendeten 
Adenoviren zur Anwendung gelangen kann, besteht darin, dass YB-1 mit einer 
ransportsequenz versehen wird, die dazu fiihrt, dass YB-1, bevorzugter Weise ausgehend 
von einer Synthese im Cytoplasma, in den Zellkem geschleust oder transloziert wird und dort 
die virale Replikation befiirdert Ein Beispiel fllr eine besonders wiiksame, den Kemtransport 
vemiittelnde Nukleinsauresequenz stellt die TAT-Sequenz von HIV dar, die ndien weiteren 
geeigneten derartigen Nukleinsauresequenzen beispielsweise beschrieben ist in Eflhymiadis, 
A., Briggs, U, Jans, DA., JBC 273, 1623-1628, 1998. Dabei ist es Rahmen der vorUegenden 
Erfindung, dass die erfindungsgemSB verwendeten Adenoviren die Nukleinsauresequenzen 
um&ssen, die ftlr die den Kemtransport codierenden Peptide codioen. 
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Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 in voUstSndiger LSnge vorliegt, 
insbesondere in einer Form, die dem Wildtyp von YB-1 entspricht Es ist weiteiiiin im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass YB-1 als Derivat, zum Beispiel, in verkurzter oder 
trunkierter Form verwendet wird oder vorliegt. Ein YB-l-Derivat, wie es im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendet wird, oder vorliegt, ist dabei ein solches, das an den E2 
late-Promotor zu binden in der Lage ist imd dadurch die Gene^ression von der adenoviralen 
E2-Region aktiviert. Derartige Derivate umfassen insb^ondere die hierin ofiFenbarten YB-1- 
Derivate. Weitere Derivate konnen durch Deletion einzehier oder mehrerer Aminosauren am 
N-Terminus, am C-Terminus oder innerhalb der Aminosauresequenz erzeugt werden. 

Hinsichtlich der vorstehend genannten verschiedenen weiteren, von den Adenoviren codierten 
bzw. exprimierten Genen imd Genprodukten ist es auch mSglich, dass diese in beliebiger 
Kombination codiert bzw. exprimiert werden. 

Die VCTwendung der hierin ofifenbarten Adenoviren als Medikamente und insbesondere bei 
systemischer Anwendung kann durch ein geeignetes Targeting der Adenoviren veibessert 
werden. Die Infektion von Tumorzellen durch Adenoviren hangt bis zu einem bestimmten 
Umfang unter anderem vom Vorhandrasein des Coxackievirus-Adenovirus Rezeptor CAR 
und bestimmten Integrinen ab. Sobald diese stark in Zellen, insbesondere Tumorzellen, 
exprimiert werden, ist eine Infektion bereits bei sehr geringen Titem (pfii/Zelle) moglich. 

•Verschiedene Strategien sind bisher durchgefuhrt worden, um ein sogenaimtes Re-targeting 
ier rekombinanten Adenoviren zu erzielen, z. B, durch Insertion von heterologen Sequenzen 
in der fiber knob region, Verwendung von bi -spezifischen Antikorpem, beschichten der 
Adenoviren mit Polymeren, Einfiigen von Liganden im Ad fiber, die Substitution des 
Serotyps 5 knop bzw. 5 fiberb shaft und knop mit dem Serotyp 3 knop bzw. Ad 35 fiber shaft 
and knob und Modifikationen des penton base (Nicklin S. A. et al.. Molecular Therspy 2001, 
4, 534-542; Magnusson, M. K. et. al., J. of Virology 2001, 75, 7280-7289; Bamett B. G. et al., 
Biochimica et Biophysica Acta 2002, 1575, 1-14). Die Realisierung derartiger weiterer 
Ausgestaltungen bzw. Merkmale bei den erfindungsgemSBen Adenoviren und den 
erfindungsgemSB verwendeten Adenoviren in ihren verschiedenen Aspekten der vorliegenden 
Erfindung, ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung. 
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_ n ut 



Im Rahmen der vorliegenden Erfmdung sollen hierin die Begriffe Adenovirus imd 
adenovirale Systeme als im wesentlichen die gleiche Bedeutung auiweisend veistanden 
werden. Unter Adenovirus soli dabei iosbesondere das vollstindige Viruspartikel veistanden 
werden umfessend das Kapsid und die NukleinsSure. Der Begrifif adenovirales System stellt 
insbesondere daiauf ab, dass die Nukleinsaure gegrafiba- dem Wildtyp verindert ist. 
Bevorzugt um&ssen derartige Anderungen solche im Aufban des Genoms des Adenovirus 
wie sie durch Deletieren und/oder Hinzufttgen und/oder Mutieren von Promotoren, 
regulativen Sequenzen und/oder codierende Sequenzen wie beispielsweise Leserahmen 
entstehen. Dct Begriff adenovirale Systeme wird dariiber hinaus bevorzugt in dem 
Zusammenhang verwendet, dass es sich dabei um einen Vektor handelt, der beispielsweise in 
der Gentherapie verwendet werden kann. 

Die vorstehend gemachten Ausfiihrungen, einschlieBlich jegUcher V^endungen sowie die 
Ausbildungen der Adenovirm bzw. adenovitalen Systone gelten im gleichen MaBe fttr die 
dafiir codierenden NukleinsSuren und mngekehrt 

Ln Zusammenhang mit der vorlieg^d^ Erfindung ist es m5glich, dass die erfindungsgemaB 
verwendeten Adenoviren bzw. die fiir sie codierenden NuMeinsauren eine jede entsprechende 
adenovirale NukleinsSure ist, die zu einem Replikationsereignis fOr sich oder in Vorbindung 
mit weiteren NuMeinsSuresequenzen fiihrt. Dabei ist es m6glich, wie hierin ausgefuhrt, dass 
mittels Hel&rviren die fiir die Replikation erforderlichen Sequenzen und/oder Genprodukte 
eitgestellt wCTden. Sofem hierin auf codierende NukleinsSuresequenzen Bezug genommCT 
^d und es sich dabei um solche Nukleinsam-esequenzen handelt, die bekannt sind, ist es im 
Rahmen der Erfindung, dass nicht nur die identische Sequenz verwendet wild, sondem auch 
hiervon abgeleitete Sequenzen. Unter abgeleiteten Sequenzen sollen hierin insbesondere 
solche Sequenzen verstanden sein, die noch zu einem Geiq>iodukt, sei es erne Nukldnsflure 
Oder ein Polypqitid, fOhroi, das eine Fimktion aufweist, die einer oda: der Funktion der nicht 
abgeleiteten Sequenz oitsprichL Dies kann duich einfeche, dem Fachmann gelSufige 
Routinetests festgestellt werden. Ein Beispiel fiir derartige abgeleitete Nukleinsauiesequenzen 
smd jene Nuldeinsauresequenzen, die fiir das gleiche Genprodukt, insbesondere fiir die 
gleiche AminosSuresequenz kodieren, jedoch infolge der Degeneriertheit des genetischen 
Codes dne andere Basenabfolge aufweisen. 
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Hinsichtlich des erfindungsgemaBen Adenovirus und/oder des erfindungsgemaBen 
adenoviralen Replikationssystems, bzw. deren erfindungsgemSBe Verwendung ist dabei in 
einer Ausftihrungsfonn vorgesehen. dass die adenoviiale Nukleinsaure fiir die Expression des 
Onkogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins defizient ist. d.h. entweder ffir das 12S 
ElA-Protein nicht codiert oder fur das 13S ElA-Ptotein nicht codiert oder fiir sowohl das 12S 
ElA-Protein als auch das 13S ElA-Protein nicht codiert, oder modifiziert ist, wie hietin 
definiert, und das adenovirale Replikationssystem weiter eine NukleinsSnre eines Helfervirus 
umfesst, wobei die NukleinsSure des Helfervirus eine Nukleinsauresequenz umfasst, die fur 
das Qnkogenprotein, insbesondere das ElA-Protein codiert, welches die folgenden 
^Eigenschaflen aufweist bzw. dem Adenovirus die folgenden Eigenschaften verleiht. nSmhch 
^^pass dieser bevoizugterweise nicht replizierend in YB-Kem-negativen ZeUen aber sehr wohl 
^Pin vom Zellzyklus unabhSngig YB-l-Kem-positiven Zellen replizierend ist, transaktivierend 
auf mindestens ein virales Gen, insbesondere ElBSSkDa, E4orf5, E4orf3 und/oder E3ADP, in 
YB-1 kempositiven Zellen wirkt, und/oder zellulares YB-1 nicht in den Kem transloziert Es 
ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung. dass die hierin beschiiebenen Transgene einzehi 
Oder gemeinsam von dem Helfervirus codiert und/oder exprimiert werden. 

Weitethin ist bei einem deraitigen erfindungsgemaBen adenoviralen Replikationssystem in 
einer Ausfilhrungsform vorgesehen, dass die adenoviiale Nukleinsaure und/oder die 
Nukleinsaure des Helfervirus als replizirafoarer Vektor vorliegt 

^Wei ist es weiter im Rahmen der vorUegenden Erfindung, dass die fur die Adenoviren, wie 
erfindungsgemaB verwendet werden, codierende Nukleinsaure(n) in einem Vektor, 
bevoizugter Weise in einem Expressionsvektor vorliegt/vorUegen und dieser 
Expressionsvektor erfindungsgemaB verwendet wird. 

In einem weiteren Aspekt betrifift die vorUegende Erfindung auch eine Vdctorgruppe 
umfassend mindestens zwei Vektoren, wobei die Vektorgruppe insgesamt ein adenovirales 
R^likationssystem umfesst, wie hierin beschrieben. und die Vektorgruppe «findungsgemaB 
verwendet wird. Dabei kann vorgesdien sein. dass eine jede Komponente des adenoviralen 
Replikationssystems auf einem eigenen Vektor. bevoizugter Weise einem Expressionsvektor 
angeordnet ist 
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SchlieBlich betrifft die vorliegeade Erfindung in einem weiteren Aspekt auch die 
Verwendung einer Zelle, die cine oder mehreie dear Nukleinsaui^n, wie sie fiir die 
erfindungsgemaOe Verwendung der hierin beschriebenen Adenoviren, die erfindungsgemSfi 
verwendet waden sollen, codiert, und/oder ein entsprechendes adenovirales 
Replikationssystem und/oder einen entsprechenden Vektor und/oder eine erfindungsgemSfie 
Vektorgruppe umfasst, zu denselben Zwecken, wie hierin filr die Adenoviien beschrieben 

Die vorstehend beschriebenen Konstrukte von Adenoviien und insbesondere deren 
Nukleins9,uien bzw. die daftir codierenden Nukleinsauren konnen auch in eine Zelle, 
insbesondere eine Tumorzelle, in Teilen eingebracht werden, wobei dann infolge der 
Anwesenheit der verschiedenen Einzelkomponenten diese so zusammenwirken, als stammten 
die Einzelkon^jonenten von einer einzetoen NuWeinsaure bzw. einem einzelnen oder 
mehreren Adenoviren. 

Die erfindungsgemSB verwendeteo, fOr Adoioviren, adenoviiale Systeme oder Teile davon 
codierenden NukleinsSuren kdnnen als Vektoren vorliegen. Bevoizugter Weise handelt es 
sich um viiale Vektoren. Im Falle der adenovirale Nukldns&uen um&ssenden Nukleinsauren 
ist das Viruspartikel dsfcei bevoizugterweise der Vektor. Es ist jedoch auch im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung, dass die besagten NukleinsSuren in dn^ Plasmidvektor vorliegen. 
In einem jeden Fall weist der Vektor Elemente au^ die fiir die Vemiehrung der inseiierten 
Nukleinsaure, d. h. Rq>likation und ggf. Expression der inserierten Nukleinsaure sorgen bzw. 

jese steuem. Geeignete Vektoren, insbesondere auch Expressionsvektoren, und 
^tsprechende Elemente sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt und beispielsweise 
beschrieben in Grunhaus, A., Horwitz, M.S., 1994, Adenoviruses as cloning vectors. In Rice, 
C, Hrsg., Seminars in Virology, London: Saunders Scientific Publications. 

Der oben beschriebenen Ausfiihrungsfonn, dass die verschiedenen Elemente der besagtsi 
Nukleinsaure nicht notwendigerwdse auf nur einem Vektor enOialten sein mOssCTi, tiSgt diet 
Aspekt der Erfindung Rechnung, der die Vdctorgruppe betrifft Eine Vektorgnq)pe umfesst 
entsprechend mindestens zwei Vdctoren. Ansonsten gilt betreffend die Vektoren bzw. die 
VektorQignq>pe das biena allgem^ zu VektoTKi Ausgeftihrte. 
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Die erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren sind durch die verschiedenen hierin 
oflfeiibartea Nukleinsauren bzw. Genprodukte charakterisiert und kSnnen ansonsten all jene 
den Fachleuten auf dem Gebiet bdcannten Elemente umfessen, wie dies auch bei Adenoviren 
vom WUdtyp der Fall ist (Shenk, T.: Adenoviridae: The virus and then: repUcation. Fields 
Virology, 3. Auflage. Hrsg. Fields. B.N.. Knipe. D.M., Howley, P.M. et al., Uppincott-Raven 
Publishers, Philadelphia, 1996, Kapitel 67). 

Die Replikation von Adenoviren ist ein ausgesprochen konq)lexer Vorgang und greift im 
Regelfalle auf den humanen Transkriptionsfaktor E2F zuriick. Wahrend einer viralen 
mfektion werden zunSchst die „Mhen Gene" El, E2, E3 und E4 exprimiert. Die Gruppe der 
„spSten Gene" ist fur die Synthese der viralen Strukturproteine verantworttich. FiSr die 
Aktivierung sowohl der friShen wie auch der spSten Gene spielt die El-Region bestehend aus 
zwd Transkriptionseinheiten ElA und ElB, welche fur verschiedene El A- und ElB-Proteine 
codieren. eine entscheidende Rolle, da sie die Transkru>tion der E2, E3, E4-Gene induzieren 
(Kevins, J. R., CeU 26, 213-220, 1981). ZudemkSnnai die BIA-Proteine in ruhenden Zellen 
die DNA-Synthese induzieren und so dam Eintritt in die S-Phase einleiten (siehe Boulanger 
and Blair, 1991). Darttber hinaus interagieren sie nait den Tumorsuppressoren der Rb-Klasse 
(Whyte, P. et al.. Nature 334, 124-127, 1988). Dabei wird der zellulSre Transkriptionsfektor 
E2F freigesetzt. Die E2F-Faktoren k8nnen dann an die entspiechenden Promotorbereiche 
sowohl zeUularer wie auch viraler Gene binden (insbesonder an den adenoviralen E2 early 

•Promotor) und die Transkription und somit die Replikation dnleiten (Nevins, J. R., Science 
'258,424-429, 1992). 

Far das Einleiten bzw. die DurchfUhnmg der Replikation werden insbesondere die 
Genprodukte der E2-Region benetigt, da sie fur drei essentieUe Proteine kodieren. Die 
Transkription der E2-Proteme wild durch zwd Promotoren gesteuert, den ,32-Early E2F- 
abhSngigen". hierin auch als E2-early Promotor oder frOher E2-Promotor bezeichnet, und den 
,32-late" Promoter (Swaminaflian und Thimmapaya. The Molecular Repertoire of 
Adenoviruses HI: Current Topics in Microbiology and Inmiunology,Vol 199, 177-194. 
Springer Verlag 1995). Zudem spielen die Produkte der E4-Region zusammen mit dem ElA- 
und ElB-55kDa-Protein eine wichtige Rolle fOr die Aktivitat von E2F bzw. die StabiUtat von 
p53. Zmn Beispiel wird durch eine direkte Interaktion des von der E4-Region codierten 
E4or«/7-Proteins mit dem Heterodimer bestehend aus E2F und DPI der E2.Piomotff noch 
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Starker transaktiviert (Swaminathan und Thimm^aya, JBC 258. 736-746, 1996 ). Weiterhin 
wird p53 durch den Komplex bestehend aus ElB-55kDa imd E4orfi5 inaktiviert (Steegenga, 
W. T. et al.. Oncogene 16, 349-357, 1998), urn einen erfolgreichen lytischen Infektionszyklus 
durchlaufeJ zu k6nnen. Femer besitzt das ElB-55kDa Protein eine weitere wichtige Funktion 
insoweit, als dass es in Wechselwiikung mit dem E4orK Protein den Export der viralen RNA 
aus dem Zellkem fiirdert. wohingegen die zelleigenen RNAs im Kern zuruckgehalten werden 
(Bridge und Ketner, Virology 174, 345-353, 1990). Eine weitere wichtige Beobachtung ist 
die, dass der Proteinkomplex bestehend aus ElB-55kDa/E4orfl5 in den sogenannten „viral 
inclusion bodies" lokalisiert ist. Es wird angenommen, dass diese Strukturen Orte der 
Replikation und Transkription darstellen (Omelles und Shenk, J. Virology 65, 424-429. 
1991). 

Eine weitere fiSr die Replikation und insbesondere Sir die Freisetzung von Adenoviren 
besonders wichtige Region ist die E3.Region. Die E3-Region enthalt genauer die genetische 
Information fUr eine Vielzahl von relativ kldnen Proteinen, die fflr den adenoviralen 
Infektionszyklus in vitro. d.h. in der Zellkultur nicht essentiell sind. Sie spielen jedoch ffir das 
Oberieben des Virus wShiend einer akuten und/oder latenten Infektion in vivo eine 
bedeutende RoUe, da sie unter anderem immunregulatorische und apoptotische Funktion(en) 
besitzen (Marshall S. Horwitz, Virololgie, 279, 1-8. 2001; Russell. a.a.O.). Es konnte gezeigt 
werden. dass ein Protein mit einer GroBe von ca. 11,6 kDa den Zelltod induziert. Das Protein 

Iwurde infolge seiner Funktion als ADP - fiir den engUschen BegrifF adenovirus death protein 
i bezeichnet (Jollefeon, J. Virology, 70, 2296-2306, 1996). Das Protein wild vomehmUch in 
der spaten Phase des tofektionszjWus gebildet. Femer fuhrt die t)berexpression des Proteins 
zu einer besseren Lyse der infizierten Zellen (Doronin et al., J. Virology, 74, 6147-6155, 
2000). 

Weiterhin ist dem vorUegenden Erfinder bekannt, dass ElA-deletierte Viren, d.h. 
insbesondere solche Viren. die kein 12S ElA-Piolein und auch kein 13S ElA-Protein 
exprimieren, bei h6heren MOFs sehr effizient replizieren kOnnen (Kevins J. R., Cell 26, 213- 
220, 1981), die jedoch in der klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses 
PhaLomen wird in der Literatur als ,31 A-like activity" bezeichnet. Femer war bekannt. dass 
von den von El A insgesamt 5 codierten Piotdnen zwei Pioteine. i^ch das 12S- und das 
13S.Piotein. die Expression der anderen adenoviralen Gene steuem bzw. induzieten (Nevins. 
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J. R., Cell 26, 213-220, 1981; Boulanger, P. und Blair, E.; Biochem. J. 275, 281-299, 1991). 
Dabei hat sich gezeigt, dass hauptsachlich die CR3-Region des 13S-Proteins die 
transaktivierende Funktion ausfibt (Wong HK und Ziff EB.. J Virol.. 68, 4910-20, 1994). 
Adeaoviren, die bestinimte Deletionen in der CRl- und/oder CR2-Region und/oder CR3- 
Region des 13S-Protdns aufweisen. sind weitestgehend replikationsdefekt, wirken aber noch 
bei einzelnen Zelllinien transaktivierend auf die viralen Gene bzw. Promotoren. insbesondere 
auf die E2 Region (Wong HK, Ziff BB.. J Virol. 68, 4910-20. 1994; Mymryk, J. S. und 
Bayley, S. T., Virus Research 33, 89-97, 1994). 

Nach Infektion einer Zelle. typischerweise einer Tumorzelle, mit einem Wildtyp-Adenovirus 
wird YB-1 vermittelt durch ElA, E1B-55K und E4orf6 in den Kern induziert und co- 
lokalisiert mit E1B-55K im Kern in den viral inclusion bodies, was eine effektive Replikation 
des Virus im Zellkem sowohl in vitro als auch in vivo erlaubt Dabei war bereits fruher 
fes^estellt woiden, dass auch E4orf6 an-ElB-55 Kbindet (Weigel, S. und Dobbelstein , M. J. 
Virology, 74. 764-772, 2000; Keith N. Leppard, Seminars in Virology, 8, 301-307, 1998.) und 
somit den Transport bzw. die Verteilung von E1B-55K in den Kern vermittelt, was dne 
optimale Virusproduktion bzw adenoviiale Replikation gewShrleistet Durch das 
Zusammenwirken von BIA. E1B-55K und YB-1 bzw. duich den Konq>lex aus ElB- 
55K/E4orf6 mit YB-1 und der KolokaHsation von YB-1 und E1B-55K im Kern in den 
sogenannten viral inclusion bodies ist eine erfindungsgemSBe effiziente Replikation des 
Virus, und damit die Verwendung der hierin beschiiebenen Viren zur Replikation in Zellen. 
^ ie YB-l-Kem-positiv sind, bzw. zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von 
Erkrankungen, bei denen YB-1 -Kern-positive Zellen beteiUgt sind, mSglich. Die dadurch vor 
diesem zellulSren Hintergrund mSgUche Replikation ffflirt zu einer Lyse der Zelle, 
Freisetzung des Virus und Infektion und Lyse benachbarter ZeUen, so dass im FaUe der 
Infektion einer Tumorzelle bzw. eines Tumors letztlich eine Lyse des Tumors, d.h. eine 
Onkolyse, eintritt 

YB-1 gehfirt zu einer Gruppe hoch konservierter Faktoren. die an der invertierten CAAT- 
Sequenz, der sogenannten Y-Box, binden. Sie kennen sowohl auf der Ebene der Transkription 
als auch der Translation regulatorisch wirken (Wolffo, A. P. Trends in Cell Biology 8. 318- 
323, 1998). Es werden immer mehr Y-Box-jibhangige Regulationswege bd der Aktiviaung 
aber auch bei der Hemmung Wachstums- und Apoptose-assoziierter Gene aufgefunden 
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(Swamynathan. S. K. et al.J?ASEB J. 12, 515-522, 1998). So interagiert YB-1 direkt mit p53 
(Okamoto, T. et al.. Oncogene 19. 6194-6202, 2000), spielt eine wichtige Rolle bei der Fas- 
Genexpression (Lasham, A. et al.. Gene 252. 1-13, 2000), MDR und MRP-Genexpression 
(Stein, U. et al., JBC 276, 28562-69, 2001; Bargou, R. C. et al.. Nature Medicine 3, 447-450. 
1997 ) und bei der Aktivierung von Topoisomerasen und Metalloproteinasen (Mertens. P. R. 
et al., JBC 272, 22905-22912, 1997; Shibao, K. et aL, Int J. Cancer 83, 732-737, 1999). 
Zudem ist YB-1 an der Regulation der mRNA-Stabilitat (Chen, C-Y. et al.. Genes & 
Development 14, 1236-1248, 2000) und an ReparaturvorgSngen beteiligt (Ohga, T. et 
aL,CancerRes. 56, 4224-4228, 1996;). 

bie nuldeare LokaHsation von YB-1 in TumorzeUen fuhrt zu einer ElA-unabhSngigen viralen 
Replikation, bei der insbesondere weder ein 12S ElA-Protein noch ein 13S ElA-Protein 
exprimiert vorUegt bzw. verwendet wild, (Holm, P. S. et al. JBC 277, 10427-10434, 2002) 
und im Falle der tJberexpression des Proteins YB-1 zu einer multidrug resistance 
(Vielfechresistenz). Zudem ist bekannt, dass die adenoviralen Proteine wie z. B. E4orf6 und 
B1B-55K einen positiven Bfifekt auf die virale Replikation ausflben (Goodrum, F. D. und 
OmeUes, D. A, J. Virology 73, 7474-7488, 1999). wobei ein funktionelles ElA Protein filr 
das Einschalten der anderen viralen Geiq)iodukte (z. B. E4orf5, E3ADP und E1B-55K) 
verantwortUch ist (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 1981). Dies unterbleibt jedoch bei den im 
Stand der Technik bekannten ElA-minus Adenoviren, bei denen das 13S ElA-Protein nicht 
yorhanden ist. Die KemlokaUsation von YB-1 in multidrug resistenten ZeUen, die YB-1 im 
:eni aufweisen, erlaubt die Replikation bzw. Partikelbildung derartiger ElA-minus Viren. 
Hierbei ist jedoch die Effizienz der viralen Replikation bzw. Partikelbildung im Vergleich 
zum WUdtyp Ad5 um ein Vielfeches geringer. Eine Kombination von YB-1, welches 
entweder beteits im Zellkem der Tumorzelle enthalten ist, oder durch SuBere Faktoren (z.B. 
Applikation von Zytostatika oder Bestrahlung oder Hypertheraiie) in den Zellkem induziert, 
d Ji. veranlasst wird, im Zellkem voibanden zu sein, insbesondere unabl^gig vom ZellzjMus 
vorhanden zu sein, oder als Ttansgen durch einen Vektor eingefOhrt wild, mit einem System, 
bevorzugterweise mit einem adenoviralen System, welches die adenoviralen Gene einschaltet, 
aber nicht zur viralen Replikation fihig ist, stellt demgegenfiber flberraschenderweise ein 
System dar, welches eine sehr eflfektive virale Replikation bzw. Partikelbildung durch YB-1 
vermittelt und damit eine Onkolyse erlaubt. Geeignete Zytostatike sind beispielsweise solche, 
die zu den folgenden Gruppen gehSren: Anthracycline, wie beispieleweise Daunomycin und 
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Adriamycin; Alkylanzien, wie beispeislweise Cyclophosphamid; Alkaloide, wie 
beispielswdse Etoposid; Vin-Alkaloide, wie beispielsweise Vincristin und Vinblastin; 
AntimetaboUte wie beispielsweise 5-Fluorouracil und Mefhrothrexat; Platin-Derivate, wie 
beispielsweise cis-Platin; Topoisomerase-Inhibitoreii, wie beispielsweise Camphothecim und 
Taxane, wie beispielsweise Taxol. Die hierin offenbarten Adenoviren, insbesondere 
rekombinanten Adenoviren. welche nur in YB-l-Kem-positiven Zellen zur Replikation 
befahigt sind, sind in ihrer FShigkeit, transakdvierend auf die viialen Gene E1B-55K. E4orf6, 
E4orf3 und E3ADP zu wiiken, bescbrSnkt, verglichen mit den diesbezfigUchen 
transaktivierenden FShigkeiten von Adenoviren vom Wildtyp, insbesondere vom WHdtyp 
_ Ad's. Der vorliegende Erfinder hat nun flberraschenderweise festgestellt, dass diese 
^^■seschrSnkte transaktivierende Fahigkeit dadurch aufgehoben werden kann, dass die 
^^entsprechenden Gene und insbesondere E1B-55K und E4orf6 in Verbindung mit der 
Kemlokalisation von YB-1 zur Expression gebracht werden. Wie in den Beispielen hierin 
gezeigt wird, erli5ht sich die virale RepUkation bzw. Partikelbildung unter diesen UmstSnden 
auf ein Niveau, welches vergleichbar ist mit dem Replikationsverhalten bzw. 
Partikelbildungsverhalten von Adenoviren vom Wildtyp. 

Dei dem Medikament, im Rahmen dessen oder bei dessen HetsteUung die hierin 
beschriebenen Adenoviren erfindungsgemaB verwendet werden, ist vorgesehen, dass dieses in 
der Regel systemisch appliziert wird, gleichwohl es auch im Rahmen der vorUegenden 

•Erfindung ist, wenn dieses lokal appUziert oder abgegeben wird. Die Applikation erfolgt mit 
ler Absicht, dass insbesondere jene ZeUen mit dem Adenovirus infiziert werden und 
insbesondere darin eine Replikation der Adenoviren erfolgt, bei denen eine Beteiligung, 
bevoTzugter Weise kausal, an der Ausbildung eines Zustandes, typischerweise einer 
Erkrankung, vorUegt, zu deren Diagnose und/oder Pravention und/oder Behandlung das 
erfindungsgemafie Medikamoxt verwendet wird. 

Ein derartiges Medikament ist bevorzugter Weise fur die Behandlung von 
Tumorerkrankungen vorgesehen. Dabei sind jene Tumorerkrankungen besonders bevorzugt, 
bei denen entweder YB-1 bereits im Zellkem infolge des der Tumorerkiankung 
zugrundeliegenden Mechanismus, insbesondere des zugrundeUegenden padiologbchen 
Mechanismus, vorUegt, oder aber dureh SuBere MaBnahmen die Anwesenheit von YB-1 im 
Zellkem bedingt wird, wobei die MaBnahmen geeignet sind, YB-1 in den Zellkem zu 
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tiansferieren, dort zu induzieren oder dort zu exprimieren. Der Begriff Tumor odea- 
Tumorerkrankung soU hiea*ei sowohl maUgne wie benigae Tumoren und entsprechende 
Etkrankungen bradchnen. Dabei kami vorgesehai sein, dass das Medikamait mindestens 
eine wdtere phannazeutisch wiiksame Verbindung enthilt. Die Art und dor Um&ng dieser 
weiteren phannazeutisch aktiven Veibindungen wird dabei von der Art der Indikation 
abhSngen, fOr die das Medikament eingesetzt wird. Itn FaUe der Verwendung des 
Medikamentes fUr die Bdiandlung und/oder die Prophylaxe von Tumorerfcrankungen wetden 
typischerweise Zytostatika, wie bdspielsweise cis-Platin und Taxol, Daunoblastin, 
Daunorubicta, Adiiamycin und/oder Mitoxantron oder andere der hierin beschriebenen 
Zytostatika oder Gruppaa von Zytostatika verwendet. 

Das erfindungsgemaBe Medikament kann dabei in verschiedenen Formulierungen vorliegen, 
bevorzugter Weise in ein«: flfissigen Form. Weiterhin wird das Medikament Hilfsstoffe wie 
Stabilisatoren, Puffer, Konsenderungsstoffe und dergleichen enthalten, die dem Fachmann 
auf dem Gebiet der Galenik bekannt sind. 

Der vorliegCTide Erfinda: hat flbetraschenderweise festgpstellt, dass die ofindungsgCTiSfie 
Verwendung der hierin beschriebenen Viren mit besonders groBer Erfolgsrate bei solchen 
Tumoren verwendet werden kann, bei denen YB-1 unabhSngig vom Zellzyklus im Zellkem 
vorkommt. Normalerweise ist YB-1 im Cytoplasma, insbesondere auch im perinukleSren 
Plasma, vorhanden. In der S-Phase des Zellzyklus findet sich YB-1 im Zellkem von sowohl 
lormalen wie auch Tumorzellen. Dies ist jedoch nicht ausreichend, um erne virale Onkolj^e 
unter Verwendung derartiga: modifizierten Adenoviren zu bewerksteUigen. Die im Stand der 
Technik beschiiebene vergleichsweise geringe Wirksamkeit von derartigen attenuierten 
Adenoviren beruht letztlich auf deren fehlerhaften Anwendung. Mit anderen Worten, es 
kSnnen derartige adenoviiale Systeme, insbesondere auch mit einer grdfieren Wirksamkeit 
dort dngesetzt werden, wo die molekulatbiologischen Voraussetzungen fiir eine virale 
Onkolyse unter Voiwendung dieser, hierin beschriebenen attenuierten oder modifizierten 
Adenoviren gegeben sind. lin Falle der hierin erfindungsgranSfi zu verwendend beschriebenen 
Adenoviren, wie beispielsweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, CB016, dl520 und die im 
europaischen Patent EP 0 931 830 beschridienen rekombinanten Adenoviren, liegoi diese 
Voraussetzungen bei solchen Tumorerfcrankungen vor, deren Zellen eine vom Zell2^us 
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unabhSngige Kemlokalisation von YB-1 aufwdsen. Diese Fonn der KemlokaUsation kann 
dabei durch die Art des Tumors selbst bedingt sein, oder aber durch die hierin beschridjenen 
erfindungsgemaBen Agenzien oder MaBnahmen bewirkt werden. Die vorliegende Erfindung 
definiert somit eine neue Gruppe von Tumoren bzw. Tumorerkrankungen und damit auch von 
Patienten, die mit den erfindungsgemaBen Viren, besonders aber auch mit den im Stand der 
Technik bereits bescbriebenen attenuierten oder modifizierten Adaioviren, noch wirksam 
behandelt werden konnen. 

Eine weitere Gruppe von Patienten, die erfindungsgemSB unter Verwendung der hierin als 
erfindungsgemSB zu verwenden bescbriebenen, im Stand der Technik als solches wenigstens 
Izum Teil bekannten Adenoviren, oder unter Verwendung der hierin erstmalig bescbriebenen 
Adenoviren behandelt werden kSnnen, insbesondere unter Verwendung solcher Adenoviren, 
die Mutationen bzw. Deletionen im ElA-Protein aufweisen, welche die Bindungen von 
IU)/E2f nicht stSren oder aber in YB-l-Kem-negativen Zellen nicht replizieren oder eine stark 
verringerte Replikation, wie hierin definiert und/oder em deletiertes Onkoprotein, 
insbesondere ElA, aufweisen bzw. zeigen, wie beispielsweise im Falle der Vixen AdA24, 
dl922-947, ElAd/01/07, CB106 und der im euiop9ischen Patent EP 0931 830 beschiieb^en 
Adenoviren, sind jene Patienten, bei denen durch Anlegen oder Realisieren bestimmter 
Bedingungen gewahrleistet wird, dass YB-1 in den Kem wandert oder dort induziert oder 
dorthin transportiert wird. Die Verwendung derartiger Adenoviren bei dieser Patientengruppe 
Jjeruht insoweit auf der Erkenntnis, dass die Induktion der viralen Replikation auf der 
lemlokalisation von YB-1 mit anschUeBender Bindung von YB-1 an den E2-late-Promotor 
beruht Infolge der hierin ofifenbarten Erkenntnisse kSnnen Adenoviren wie beispielsweise 
AdA24, dl922-947. El Ad/01/07, CB106 und/oder die im europaischen Patent EP 0931 830 
bescbriebenen, auch in solchen Zellen rq>lizieren, die YB-1 Kem-positiv sind und/oder in 
Zellen, in den YB-1 dereguUert im Sinne der vorliegenden Erfindung vorliegt. Insoweit 
kdnnen diese Adenoviren erfindungsgemMB fUr die Behandlung von Erkiankungen bzw. 
Patientengruppen verwendet werden, die Zellen mit diesen Eigenschaften aufweisen, 
insbesondere dann, wenn diese Zellen an der Ausbildung der jeweiUgen zu behandehiden 
Erkrankung beteiUgt sind. Dies begrundet den Erfolg von AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 
CB016 und der im Patent H» 0931 830 bescbriebenen Adenoviren bei der erfindungsgemaBen 
Behandlung solch«- Tumoren, die YB-1 zellzjddusunabhangig im Kem oder YB-1 dereguliert 
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im Sinne der vorUegenden Offenbarung aufweisen. Eine weitere Gruppe von Patienten, die 
erfindungsgemfiB imter Verwendung der hierin als erfindungsgemafi ru verwenden 
beschriebeaen Viren bzw. unter Verwendung der hierin eistmaUg beschriebenen Viren, 
insbesondere Adenoviren, behandelbar sind, sind somit solche, die YB-1 Kem-positiv sind 
und/oder YB-1 Kem-positiv sind als Eigebnis der nachfolgend beschriebenen Behandlungen 
und/oder solche Patienten, die eine der nachfolgenden MaBnahmen, bevorzugt im Sinne einer 
Behandlung, erfahren haben oder gleichzeitig mit der Gabe der entsprechenden Viren 
erfahren. Dabei ist es im Rahmen der vorUegenden Erfindung, dass YB-1 Kem-positive 
Patienten solche Patienten sind, die insbesondere in einer Anzahl der einen Tumor 
ausbildenden Zellen YB-1 unabhangig vom Zellzyklus im Kem aufweisen. Zu diesen 
iMaBnahmen gehdrt die Verabreichung von Cytostatika, wie sie hierin insgesamt beschrieben 
sind und/oder im Rahmen einer Tumortherapie verwendet werden. Weiterhin gehort zu dieser 
Gruppe von MaBnahmen Bestrahlung, insbesondere eine Bestrahlung, wie sie im Rahmen 
einer Tumortherapie angewandt wird. Bestrahlung bedeutet dabei insbesondere die 
Bestrahlung mit energiereicher Strahlung, bevoizugterweise mit radioaktiver Strahlung, 
bevorzugtererweise wie sie im Rahmen einer Tumorthwapie verwendet wird. Eine weitere 
MaBnahme steUt Hyperthennie bzw. das Anlegen von Hyperthennie dar, bevorzugterweise 
Hyperthetmie, wie sie im Rahmen einer Tumorflier^ie verwendet wird. In einer ganz 
besonders bevorzugten Ausftlhrungsfonn ist dabei vorgesehen, dass die Hyperthennie lokal 
angewandt wird. SchlieBUch ist eine weitere MaBnahme die Honnonbehandlung, 
insbesondere die Honnonbehandlung, wie sie bei der Tumorbehandlung zur Anwendung 
telangt. Im Rahmen einer derartigen Homionbehandlung werden Aati-Ostrogene und/oder 
Anti-Androgene verwendet. Dabei werden Anti-Ostrogene, wie beispielsweise Tamoxifen, 
insbesondere bei der Ther^ie von Brustkrebs verwendet und Anti-Androgene, wie 
beispielswdse Rutamid oder Cyproteronacetat, bei der Therapie von Prostatakrebs 
verwendet. 

Dabei ist es im Rahmen der vorUegenden Erfindung, wenn einige der den Tumor aufbauenden 
Zellen YB-1 entweder inhaient oder nach Induktion bzw. aktivem EinfOhren in den Kem dort 
aufweisen oder aber hinsichtUch YB-1 dereguUert im Sinne der vorUegenden Offenbarung 
vorUegt. Bevorzugterweise sind etwa 5 % oder ein jegUcher Piozentsatz darttber, d. h. 6 %, 
7 %, 8 % etc. der den Tumor aufbauenden ZeUen derartige YB-1 Kem-^wsitive ZeUen oder 
ZeUen, in denen YB-1 dereguUert vorUegt Die KemlokaUsation von YB-1 kann durch Stress 
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von auBen bzw. lokal s^pliziertem Stress induziert werden. Diese Induziening kann 
beispielsweise durch Bestrahlung, insbesondere UV-Bestrahlung, Anwendung von 
Zytostadka, wie sie unter anderem hierin ebenfalls ofifenbart sind, und Hyperth«inie ^Igai. 
Itn Zusanunenhang mit Hyperihennie ist beachtlich, dass diese zwischenzeitlich sehr 
spezifisch, insbesondere firtlich spezifisch, realisiert werdra kann und somit eben&Us 
spezifisch einen Kemtransport von YB-1 in den Zellkem bedingen kann und infolgedessen 
die Voraussetzungen fBr eine Replikation des Adraiovirus und damit einer Zell- und 
Tmnorlyse, die bevorzugt lokal beschrankt erfolgt, gegebai sind (Stein U, Jurchott K, 
Walther W, Bergmann S, Schlag PM, Royer HD. J Biol Chem. 2001^76(30):28562-9; Hu Z, 
Jin S, Scotto KW. J Biol Chem. 2000 Jan 28; 275(4):2979-85; Ohga T, Uchiumi T, Makino 
lY, Koike K, Wada M, Kuwano M, Kohno K. J Biol Chem. 1998, 273(1 1):5997-6000). 

Das CTfindungsg«niBe Medikament wiirde somit auch an solche Patientai und 
Patientengnqipen verabreicht werdrai bzw. wSre fOr soldie bestimmt, bei denen durch 
geeign^ Vorbehandlungen oder gleichzeitige Behandlung ein Transport von YB-1, 
insbesondere in die entsprechenden Tumorzellen, bedingt werden wQrde. 

Auf der Grundlage dieser technischen Lehre ist es filr den Fachmann im Rahmcn seiner 
Fahigkeiten, geeignete Modifikationen insbesondere von ElA vorzunehmen, die 
beispielsweise Deletionen oder Punktmutationen umfassen kdnn^ um so verschiedene 
^Ausftihrungsformen der im Rahmen der erfindungsgemSBen Verwaidung einsetzbaren 
.denoviren zu erzeugen. 

Wie bereits vorstdiend ausgefUhrt, sind die erfindungsgemSB verwendeten Adenoviren in der 
Lage, in solchen ZeUen bzw. zellularrai Systems zu leplizieren, die YB-1 im Kem 
aufweisen. Fflr die Frage, inwieweit die erfindungsgemafi verwendeten Adenoviren zur 
R^likation und damit zur Tumorlyse in der Lage sind, ist der Status der Zellen hiosichtiich 
des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins von Rb, d. h. des Retinoblastom- 
Tumorsiq>ressor-Produktes, unabhSngig. Weiterhin ist es im Rahmen der erfindungsgemafien 
Verwendung der besagten Adenoviren nicht erforderlich, auf den p53-Status der infizierten, 
zu infizierenden oder zu behandehiden Zellen abzustellen, da bei Vawendung der hiain 
ofifenbarten adenoviralen Systeme im Zusammenhang mit YB-l-Kem-positiven Zellen, d.h, 
Zell^ die unabhangig vom Zellzyklxis YB-1 im Ksm aufweisen, dieser ebenso wie der Rb- 
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Status auf das Replikationsgeschehen des Adenovirus keinen Einfluss fiir die Ausfflhrung der 
hierin oflFenbarten technischen Lehie hat 

Das Onkogen bzw. Onkogenprotein, insbesondere ElA, kam dabei entweder unter der 
KontroUe der eigenen natOrlichen adenoviralen Promotoren stehen und/oder aber fiber einen 
Tumor- oder Gewebe-spezifischen Promotor gesteuert warden. Geeignete nicht-adenovirale 
Promotoren konnen ausgewShlt sein aus der Gruppe, die Cytomegalovirus-Piomotor, RSV- 
(Rous sarcoma Virus) - Promotor, Adenovirus-basierender Piomotor Va I und den nicht- 
viralen YB-l-Piomotor (Makino Y. et al.. Nucleic Acids Res. 1996, 15, 1873-1878) umfesst. 
Weitere Promotoren, die im Zusammenhang mit einem jeden Aspekt der hierin offenbarten 
lErfindung verwendet werden konnen, stellen der Telomerase-Promotor, der Alpha- 
Fetoprotein (AFP)-Promotor, der Caecinoembryonic Antigen Promotor (CEA) (Cao, G., 
Kuriyama, S., Gao, J., Mitoro. A., Cui, L.. Nakatani. T., Zhang, X., Kikukawa, M., Pan, X., 
Fukui, H., Qi, Z. Int. J. Cancer, 78, 242-247, 1998), der L-Plastin-Promotor (Chung, L, 
Schwartz, PE., Crystal, RC, Pizzomo, G, Leavitt, J., Deisseroth, AB. Cancer Gene Therapy, 
6, 99-106, 1999), Argenin-Vasopressin-Promotar (Coulson, JM, Staley, J., Woll, PJ. British J. 
Cancer, 80, 1935-1944, 1999), E2f-Promotor (Tsukada et al. Cancer Res., 62, 3428 - 3477). 
Uroplakin H Promotor (Zhang et al.. Cancer Res.. 62, 3743-3750, 2002) und der PSA- 
Promotor (Hallenbeck PL, Chang. YN, Hay, C, Goligjitly, D.. Stewart, D., Lm, J.. Phipps. S.. 
Chiang, YL. Human Gene Therapy, 10, 1721-1733, 1999) dar. Femer stellt der in der 
(ieutschen Patentanmeldung DE 101 50 984.7 beschriebenen YB-1 abhSngigQi E2-late- 
:omotor von Adenoviren einen Promotor dar, wie er im Rahmen der vorUegenden Erfindung 
verwendet werden kann. 



HinsichtUch des Telomeiase-Promotors ist bdcannt, dass dieser in humanen ZeUen von 
zentraler Bedeutung isL So wiid die Telomeraseaktivitat dutch die transkriptionelle KontroUe 
des Telomerase reverse Transkriptase-Gens (hTERT), welches die katalytische Untereinheit 
des Enzyms darstellt, reguUert. Die Expression der Telomerase ist in 85% der humanen 
Tumorzellen aktiv. lin Unterschied dazu ist sie in den meisten normalen Zellen inaktiv. 
Ausgenommen davon sind KeimzeUcai und embryonales Gewebe (Braunstein, L et aL, Cancer 
Research, 61, 5529-5536, 2001; Majumdar, A. S. et al.. Gene Therapy 8, 568-578, 2001). 
Genaue Untersuchungen am hTERT-Promotor haben gezeigt, dass Fragment© des Promotors 
von 283 bp bzw. 82 bp vom Initiationscodon entfemt fOr eine spezifische Expression in 
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Tumorzellen ausreichend sind (Braunstein L et al.; Majumdar AS et al., aaO). Daher eignet 
sich dieser Promotor bzw. die ^^fischen Fragmente, um eine spraifische Expression eines 
Gens und insbesondere ernes Transgens, bevorzugterweise eines hierin oflfenbarten 
Tiansgens, nur in TumorzeUen zu erzielen. Der Promotor soU die Expression des 
modifizierten Onkogens, bevorzugt des ElA-Onkogenproteins, nur in TumorzeUen 
ermSglichen. Auch ist die Expression eines Transgens, insbesondere eines solchen, das 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die E4orfiS, ElB55kD, ADP und YB-1 umfesst, in einem 
adenoviralen Vektor vinter einem dieser Promotoren in einer AusfUhrungsfonn vorgesehen. Es 
ist auch im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass der Leserahmen des transaktivierenden 
Onkogenproteins, insbesondere des ElA-Proteins im Leserahmen (engl. „in frame") mit 
leinem oder mehreren der Genprodukte des adenoviralen Systems ist. Der Leserahmen des 
transaktiviereaiden ElA-Proteins kann jedoch auch unabhSngig davon sein. 

Die verschiedenen Transgene, so auch ElB55kD, E4orf5, ADP und dergleichen, insbesondere 
wenn es sich dabei um virale Gene handelt, kSnnen grundsStzlich aus einem jeden 
oatspiechenden Virus, insbesondere Adenovirus, cloniert werden. Ln Stand der Technik sind 
darOber hinaus eine Vielzahl von Plasmiden beschrieben, die die entsprechenden Gene 
enthalten, und aus denen diese sodaim entnommen und in die erfrndungs^nafien Adenoviren 
eingefUgt werden kSnnen. Ein Beispiel fUr ein Plasmid, das ElB55kD exptimiert, ist 
beispielsweise beschrieben von Dobbelstein, M. et al., EMBO Journal, 16, 4276-4284, 1997. 
pie codierende Region des E1B55K-Gens kann zusammen mit der 3'-nicht-codierenden 
.egion beispielsweise aus diesem Gen mittels Bam HI aus dan Plasmid pDCRElB 
herausgeschnitten werden. Das entsprechende Fragment umfassend das ElB55kD-Gen sowie 
die S'-nicht-codietende Region entspricht den Nukleotiden 2019 bis 4107 des Adenovirus 
Typ 5. Es ist jedoch auch beispielsweise im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass das 
ElB55kD-Gen mittels der Restriktionsenzyme Bam HI und Bfrl aus diesem Plasmid 
geschnitten wird und anschliefiend in den Adenovirus dncloniert wild. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass, sofem nichts Gegenteiliges angegeben 
ist, fSr den Fall, dass von den erfindungsgemSBen Viren gesprochen wkd, dies sowohl die 
dafiir codierende NukleinsMuren, wie auch die ad^oviralen Partikel, bevorzugterweise 
einschlieBlich der entsprechenden NukleinsSure b^chnet. Die entsprechende Nu]deins9ure 
k {iTin im Obrigen auch in einem anderen Vektor integriert vorliegetL 
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Hiiisichtlich der Eigenschaft der Zellm, zu deren Lyse die hierin beschriebenen AdenoAdren 
erfindimgsgemaB vorwendet werden, ist vorgesehen, dass diese in einer Ausfuhningsfomi 
eine Resistenz, bevorzugterweise eine Mehrfach- oder VielfEich-Resisteiiz zeigen. Resistenz, 
wie hierin verwendet, bezeicbnet dabei bevorzugtraweise eine Resistenz gegen die hierin 
beschriebenen Zytostatika. Diese Mehrfach-Resistenz geht bevorzugterweise mit der 
Expression, bevorzugter Weise einer Uberexpression, des membranstandigen 
Transportproteins P-Glycoprotein einher, welches als Marker fUr die Bestkmnnng 
entsprechender Zellen und damit auch von diesem aufweisenden Tumoren bzw. 
entsprechende Patientengnippen herangezogen werden kann. Der Begriff Resistenz, wie er 
|hierin verwendet wird, umfasst dabei sowohl die auch als klassische Resistenz bezeichnete, 
durch das P-Glycoprotein vermittelte Resistenz, wie auch die auch als atypische Resistenz 
bezeichnete Resistenz, die durch MRP vermittelte oder andere, nicht-P-Glycoprotein 
vermittelte Resistenzen um&sst Bin weiterer Marker, der mit der Expression von YB-1 
korreliert, ist die Topoisomerase n alpha. losoweit kaxm in einem Screenen-Verfahren, um zu 
bestimmen, ob ein Patient mit den Adenoviren erfindungsgemaB mit Aussicht auf Erfolg 
behandelt werden kann, an Stelle von der bzw. in ErgSnzung zur Bestimmung von YB-1 im 
Kem die Expression von Topoisomerase n alpha herangezogen werden. Ein Marker, der 
grundsatzlich ahnlich wie das P-Glycoprotein verwendet werden kam, ist MRP. Ein weiterer 
Marker, zuinindest in dem Umfang, als dass colorectrale Karzinomzellen oder Patienten mit 
lem Colorectalcarcinom betroflfen sind, ist PCNA (engl. proliferating cell nuclear antigen 
asan S. et al.. Nature, 15, 387-391, 2001.), wie beispielsweise beschrieben von Shibao K. et 
al. (Shibao K et al., hit Cancer, 83, 732-737, 1999). SchlieBUch ist, zmnindest fur den 
Bereich der Brustkrebs- und Osteosarcoma-Zellen die Expression von MDR (engl. multiple 
drug resistance) ein Marker im vorstehend beschriebenen Sinne (Oda Y et al,, Clin. Cancer 
Res., 4, 2273-2277, 1998). Ein weiterer mSglicher Marker, der erfindungsgemSB verwendet 
werden kann, ist p73 (Kamiya, M., Nakazalp, Y., J Neurooncology 59, 143-149 (2002); 
Stiewe et al., J. Biol. Chem., 278, 14230-14236, 2003), 

Es ist somit ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass auch jene Patiraten unter 
Anwendung der erfindungsgemaBen Verwendung der Adenoviren, wie hierin beschrieben, 
therapiert werden konnen, die ansonsten im medizinisch-klinischen Sinne als „austtierapiert*' 
gelten und somit eine weitgehende Behandlung der Tumorerkrankung nach den Methoden des 
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Standes der Technik mit Aussicht auf Erfolg nicht mehr m6glich ist, insbesondere die 
Verwendung von Zytostatika sinnvoUer Weise nicht mehr mSgUch ist bzw. nicht mehr 
erfolgceich durchgefUhrt werden kann im Sinne einer Beeinflussung bzw. Verringenmg des 
Tumors. Der Begrifif des Tumors bezeichnet hierin allgemein auch eine jegliche Tumor- oder 
BCrebseikrankung, die entweder inhSrent YB-1 im Zellkem enthat oder aber durch Realisieren 
exogener MaBnahmen, wie hierin ofifenbart, YB-1 im Zellkem, bevorzugterweise unabhSngig 
vom Zellzyklus, aufweist 

Weiterhin konnen die hierin beschriebenen Viren zur Behandlung grundsatzlich von Tumoren 
^^^verwendet werden. 

Die Tumoren, die durch die hierin beschriebenen Viren insbesondere behandelt werden 
kdnnen, sind bevorzugtCTweise jene Tumoren, die aus der Gnq>pe ausgewMhlt sind, die 
Tumore des Nervensystems, okulare Tumoren, Tumore der Haut, Tumore der Weichteile, 
gastrointestinale Tumore, Tumore des respiratorischen Systems, Tumore des Skeletts, Tumore 
des endokrinen Systems, Tumore des wdblichen Geschlechtssystem, Tumore der 
^femmadrOse, Tumore des mSnnlichen Geschlechtssystems, Tumore des hamableitenden 
Systems, Tumore des haematopoetischen Systems sowie vermischte und embryonale Tumore 
umfasst. Dabei ist es hn Rahmen dex vorUegenden Erfindung, dass es sich bei diesen 
Tumoren insbesondere um resistente Tumoren handelt, wie insbesondere hierin definierL 

^^>ie Gn^pe der Tumore des Nervensystems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Sch9delh5hle sowie des Gehims (hitracranixun), bevorzugtererweise 
Astrozytom, Oligodendrogliom, Menigiom, Neuroblastom, GangUoneurom, 
Ependymom, Schwaimom, Neurofibrom, Hemangioblastom,Iipom, 
Craniopharyngiom, Twatom und Chordom; 

2. Tumore des Rttckenmaikes und des Wiifoelkanals, bevorzugtererweise Glioblastom, 
Meningiom, Neuroblastom, Neurofibrom, Osteosaxkom, Chondrosarkom, 
Hemangplosarkom, Fibrosaikom und Multiple Myelome; und 
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3. Tumore der peripheren Narven, bevorzugtererweise Schwannom, Neurofibrom, 
Neurofibrosaikom und Perineurale Fibroblastome. 

Die Gruppe der okularen Ttimore um&sst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Augenlider und der LiddrOsen, bevorzugtorerweise Adenom, 
Adenokarzinom, Papillom, ffistiozytom, Mastzelltumor, Basalzelltumor, Melanom, 
Plattenepithelkarzinom, Fibrom und Fibiosarkom; 

• 2. Tumore der Konjunktiven und der Nickhaut, bevorzugtererweise 
PlattenepithelkarzLQom, Hemangiom, Hemangiosarkom, Adenom, Adenokarzinom, 
Fibrosarkom, Melanom und P^illom; und 

3, Tumore der Oibita, des Nervus opticus und des Augapfels, bevorzugtererweise 
Retinoblastom, Osteosarkom, Mastzelltumor, Meningiom, Retikulozelltumor, Gliom, 
Schwannom, Chondrom, Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom, Plasmazelltumor, 
Lymphom, Rhabdomyosarkom und Melanom. 

Die Gmppe der Tumore der Haut umfesst dabei bevorzugterweise: 

• Tumore des Histiocytom, Lipom, Fiborsarkom, Fibrom, Mastzell Tumor, Malignes 
Melanom, Papillom, Basalzelltumor, Keratoakanthom, Hemangioperizytom, Tumore 
der Haarfollikel, Tumore der Schweifidrusen, Tumore der Talgdnlsen, Haemangiom, 
Haemangiosarkom, Lipom, Liposarkom, Malignes fibroses Histiozytom, Plasmazytom 
und Lymphangiom. 

Die Gmppe der Tumore der Weichteile umfesst dabei bevorzugterweise: 

Tumore des alveolSres Weichteilsarkom, epitheloidzelliges Sarkom, Chondrosaikom 
der Weichteile, Osteosarkom d^ Weichteile, Ewmg-Sarkom der Weichteile, primitive 
neuroektodermale Tumore (PNET), Fibrosarkom, Fibrom, Leiomyosarkom, 
Leiomyom, Liposarkom, malignes fibrosa Histiozytom, malignes 
Hemangioperizytom, Hemangiom, Hemangiosarkom, malignes Mesenchymom, 
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maKgaer peripherer Nervenscheidentumor (MPNST, malignes Schannom), maUgnes 
melanozytisches Schwaimom, Rhabdomyosarkom, Synovialsarkom, Lymphangiom 
und Lymphangiosarkom. 

Die Grappe des Gastrointestinale Tumors mnfasst dabd bevoizugterweise: 

1. Tumore der Mundhohle und Zunge, bevorzugtererweise Plattenepithelkarzinoin, 
Fibrosarkom, Merkelzelltumor, Ihduktives Fibioameloblastom, Fibrom, Fibrosarkom, 
Virale Papillomatose, Idiopathische Papillomatose, Nasopharyngeale Polypen, 
Leiomyosarkom, Myoblastom und Mastzelltumor; 

2. Tumore der Speicheldrusen, bevorzugtererweise Adenokarzinom; 

3. Tumore des Oesophagus, bevorzugtererweise Plattenepithelkarzanom, 
Leiomyosarkom, Fibrosarkom, Osteosarkom, Barrettkarzinom und paraoesophageale 
Tumore; 

4. Tumore der exocrines Pankreas, bevorzugtererweise Adenokarzinom; und 

5. Tumore des Magens, bevorzugtererweise Adenokarzinonoi, Leiomyom, 
Leiomyosarkom und Fibrosarkom. 

Die Gruppe der Tumore des respiratorischen Systems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Nase und Nasenhohle, des Kehlkopfes und der Trachea, 
bevorzugtererweise Plattenepithelkarzinom, Fibrosarkom, Fibrom, Lymphosarkom, 
Lymphom, Hemanglom, Hemangiosarkom, Melanom, Mastzelltumor, Osteosarkom, 
Cabiondrosaikom, Oncozytom (Rhabdomyom), Adenokarzinome und Myoblastom; und 

2. Tumore der Lunge, bevorzugtererweise Plattenq)iflielkarzinom, Fibrosarkom, 
Fibrom, Lymphosarkom, Lymphom, Hemangiom, Hemangiosarkom, Melanom, 
Mastzelltumor, Osteosarkom, Chondrosarkom, Oncozytom (Rhabdomyom), 
Adenokarzinome, Myoblastom, kleinzelliges Karzinom, nicht-kleinzelUges Karzinom, 
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bronchiales Adenokaiznom, bronchoalveolares Adenokaizinom und alveolares 
Adenokaizinom. 

Die Gruppe der Tumore des Skeletts umfasst dabei bevorzugterweise: 

Osteosarkom, Chondiosarkom, Paiosteales Osteosarkom, Hemangiosaikoin, 
Synovialzellsarkom, Hemangiosarkom, Fibrosarkom, Malignes Mesenchymom, 
Riesenzelltumor, Osteom imd multilobulares Osteom, 

Die Gruppe der Tumore des endokrinen Systems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Schilddriise/Nebenschilddriise, bevorzugtererweise Adenome und 
Adenokaizinome; 

2. Tumore der Nebemiiere, bevorzugtererweise Adenom, Adenokarzinom und 
Pheocbromozytom ^ebermiermmarktumor); 

3. Tumore der Hypothalamus/Hypophyse, bevorzugtererweise Adenom und 
Adenokaizinom; 

4. Tumore des endokrines Pankreas, bevorzugtererweise Ihsulinom (Betazelitumor, 
APUDom) und Zollinger-EUison Syndrom (Gastrin sezemierender Tumor der 
Deltazellen des Pankreas); und 

5. sowie multiple endokrine Neoplasien (MEti) und Chemodectom. 

Die Gmppe der Tumore des weibUchen Geschlechtssystems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Ovarien, bevorzugterweise Adenom, Adenokarzinom, Zystadenom, und 
undiffetenzierte Kaizinome; 

2. Tumore der Uterus, bevorzugtererweise Leiomyom, Leiomyosarkom, Adenom, 
Adenokarzinom, Fibrom, Fibrosarkom und Lipoma 
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3. Tumore der Zervix, bevoizugtererweise Adenokarzinom, Adenom, Leiomyosarkom 
und Leiomyom; 

4. Tumore der Vagina und Vxilva, bevoizugtererweise Leiomyom, Leiomyosarkom, 
Fibroleiomyom, Fibrom, Fibrosarkom, Polypen und Plattenepithelkarzinom. 

Die Gruppe der Tumore der Mammadruse umfasst dabei bevorzugterweise: 

Fibroadenom, Adenom, Adenokarzinom, mesenchytnale Tumore, Kaizinome, 
Karzinosarkome. 

Die Gruppe der Tumore des mannlichen Geschlechtssystems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Hoden, bevoizugtererweise Seminom, Interstitialzelltumor und 
Sertolizelltumor; 

2. Tumore der Prostata, bevorzugtCT^weise Adenokaizinome, undifferenzierte 
Karzinome, Plattenepithelkarzinome, Leiomyosarkome und Transitionalzellkarzinom; 
und 

3. Tumore des Penis und der extemen Genitalien, bevorzugtererweise Mastzelltumor 
und Plattenepithelkarzinom. 

Die Gruppe der Tumore des hamableitenden Systems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Tumore der Niere, bevorzugtererweise Adenokarzinom, Transitionalzellkarzinom 
(epiflieliale Tumore), Fibrosarkom, Chondrosaikom (mesenchymale Tumore), Wilm's 
Tumor, Nq>hroblastom und embryonales Nephiom (embryonal pluripotente 
Blastome); 

2. Timiore der Urether, bevorzugtererweise Leiomyom, Leiomyosarkom, 
Fibropapillom, Transitionalzellkarzinom; 
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3. Tumore der Hamblase, bevoizugtererweise Transitionalzellkarzinoin, 
Plattenepifhelkaizinoin, Adenokarzmom, Botryoid (Embryonales Rhabdomyosarkom), 
Fibrom, Fibiosaikom, Leiomyom, Leiomyosaikom, Pq)illom und HemangiosarkD; 
und 

4. Tumore der Urethra, bevorzugtererweise Transitionalzellkarzinom, 
Plattenepithelkarzinom und Leiomyosarkom. 

Die Gruppe der Tumore des hamatopoetischen Systems umfasst dabei bevorzugterweise: 

1. Lymphome, Lymphatische LeukSmie, Nichtlymphatische Leukamie, 
Myeloproliferative LeukSmie, Hodgson's Lymphom, Non-Hodgkin's Lymphom. 

Die Gnq)pe der vermischtea und embryonalen Tumore umfasst dabei bevorzugterweise: 

Hemangiosaikome, Thymom und Mesotbeliom. 

Bevorzugterweise sind diese Tumoren ausgewShlt aus der Gnq>pe, die Brustkrebs, 
Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastom, Melanom, kleinzelliges 
Lungenkarzinom und Kolorektalkarzinom umfasst. Weitere Tumoren sind jene, die resistent, 
le hierin beschrieben, sind, bevorzugt Gene, die mehrfach resistent sind, insbesondere auch 
solche Tumoren der vorstehend bescbrieb^en Gruppe. 



Die Mndung betrifft in eiaem weiteren Aspekt auch ein Verfahren zum Screenen von 
Patienten, die mit einem modifizierten Adenovirus, dJL dnem Adenovirus, wie er 
erSndungsgemSB v»wendet wird, wie beispiekweise AdA24, dl922-947, ElAd/01/07, 
CB016 Oder die itn euiopaischen Patent EP 0931 830 beschriebenen Viren, behandelbar sind, 
wobei das Ver&hren die folgenden Schritte um&sst: 



- Untersuchen einer Probe des Tumorgewebes und 

- Festellen, ob YB-1 im Kem Zellzyklus-unabhangig lokalisiert ist. 
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Anstelle von oder in EigSnzung zu YB-1 kann auch das Vorhandensein der vorstehend 
beschriebenen Marker festgestellt werdm. 

In dem Falle, dass das Tumorgewebe oder ein Teil davon YB-1 im 2tollkem, insbesondere 
Zellzyklus-unabhSngig, lokalisiert au^eist, kfinnen die hierin ofFeribarten Adenoviren 
erfindungsgemSfi verwendet werden. 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist vorgesehen, dass die 
Untersuchung des Tumorgewebes unter Verwendung eines Mittels erfolgt, das ausgewShlt ist 
aus der Gruppe, die Antikoxper gegen YB-1, Aptamere gegen YB-1, SpiegelmCTe gegen YB-1 
sowie Anticaline gegen YB-1 umfasst. Grundsatzlich die gleichen Mittel konnen fur die 
entsprechenden Marker hergestellt bzw. venvoadet werden. Die Herstellxing von Antikorpem, 
insbesondere monoklonalen Antikarpem, ist den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. Ein 
weiteres Mittel zum spezijBschen Nachweis von YB-1 oder den Markem stellen Peptide dar, 
die mit hoher AfiBnitat an ihre Zielstrukturen, im vorliegenden Falle YB-1 oder die besagten 
Marker, binden. Im Stand der Tecbnik sind Verfahren bekannt, wie beispielsweise phage- 
display, imi derartige Peptide zu erzeugen. Dabei wird typischerweise von einer Peptid- 
Bibliothek ausgegangen, wobei die einzehien Peptide eine LSnge von etwa 8 bis 20 
Aminosauren aufweisen und die GroBe der Bibliothek etwa 10^ bis 10^^ bevorzugterweise 
10^ bis 10^^ verschiedene Peptide betrSgt. Eine spezielle Form von an Ziehnolekulen 
denden Polypeptiden stellen die sogenannten Anticaline dar, wie sie beispielsweise in der 
deutschen Patentanmeldmig DE 197 42 706 beschrieben sind. 



Ein weiteres Mittel zum spezifischen Binden an YB-1 oder die entsprechenden, hierin 
ofFenbarten Marker und damit zum Nachweis einer Zellzyklus-unabhangigen Lokalisation 
von YB-1 im Zellkem sind die sogenannten Aptamere, d. h. D-NukleinsSure, die auf RNA- 
oder DNA-Basis entweder als Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen und sp^ifisch an 
dn ZiehnolekQl bindra. Die Herstellung von Aptameren ist beispielsweise beschrieben im 
europaischra Patent EP 0 533 838. Eine Sonderform der Aptamere stellen die sogenannten 
Aptazyme dar, die beispielsweise beschrieben siad von Piganeau, N- et al. (2000), Angew. 
Chem. Int. Ed., 39, Nr. 29, Seiten 4369 - 4373. Dabei handelt es sich um eine spezielle 
Ausfilhrungsform von Aptameren insoweit, als dass sie neben dem Aptameranteil noch einen 
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Ribozymanteil aufweisen und nach Bindung oder Freisetzung des an den Aptamerteil 
bindenden ZielmolekOls der Ribozymanteil katalytisch aktiv wird und ein 
Nukleinsauresubstrat spaltet, was mit der Erzeugung eines Signals einhergeht 

Eine weitere Forai der Aptamwe stellen sogenannte Spiegelmere dar, d. h. 
zielmolekttlbindende Nuldeinsauren, die aus L-NukleinsSuren hergestellt sind. Das Verfahren 
zur Herstellung dieser Spiegelmere ist beispielsweise beschrieben in WO 98/08856. 

Die Probe des Txmiorgewebes kann dabei durch Punktion oder durch einen chirurgischen 
_ ' Eingriff erhalten werden. Die Feststellung, ob im Kern YB-1 ZellzjWus-unabhangig 
^^Blokalisiert ist, erfolgt dabei haufig unter Verwendimg mikroskopischer Techniken und/oder 
mittels Immunhistoanalyse, typischerweise unter Verwendung von Antikoipem oder einem 
der weiteren vorstehenden Mitteln. Weitere Verfahren zum Nachweis, dass YB-1 im Kem 
und insbesondere dort Zellzyklus-unabhangig lokalisiert ist, sind dem Fachmann bekaimt 
Beispielsweise kann bei dem Durchmustem von gegen YB-1 gefHrbten Gewebeschnitten die 
Lokalisation von YB-1 leicht akannt werden. Dabei ergibt sich beieits infolge der HSufigkeit 
des Auftretens von YB-1 im Kem, dass es sich um eine Zellzyklus-unabhangige Lokalisation 
im Kem handelt. Eine weitere MOglichkeit zum Zellzyklus-unabhSngigen Nachweis von YB- 
1 im Kem besteht in der Durchftlhrung einer FSrbung gegen YB-1 und Feststellen, ob YB-1 
im Kem lokalisiert ist, imd Durchfuhnmg der Bestimmung des Ztellstadiums der Zellen. Dies 
_ b zw. die Detektion von YB-1 kann aber auch unter Verwendung der vorstehend genannten, 
^^Aegen YB-1 gerichteten Mittel erfolgen. Der Nachweis der Mittel erfolgt dabei durch 
^^^erfahrensweisen, die den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt sind, Dadurch, dass die 
besagten Mittel spezifisch gegen YB-1 gerichtet sind und insoweit nicht an andere Strakturen 
iimerhalb der zu untersuchenden Probe, insbesondere der Zellen, binden, kam durch eine 
gqeignete Markierung der Mittel deren Lokalisierung und infolge der spezifischen Bindung an 
YB-1 auch die Lokalisierung von YB-1 entsprechend nachgewiesen und festgestellt werden. 
Verfahren zum Markieren der Mittel sind den Fachleuten auf dem Gebiet bekannt. 

Die vorliegende Erfindung soli im folgenden anhand der Figuren und Beispiele weiter 
veranschaulicht weiden, wobei sich daraus neue Meikmale, Ausfiihrungsformen imd Vorteile 
der Erfindung ergeben. Dabei zeigt 
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den strukturellen Aufbau der dam als AdEl/E3-minus Adenovirus 
braeichneten adenoviralen Vektoren, die El/E3-deletierte Adenoviren sind, 
Wildtyp-Adenovirus und Adenovirus dl520; 

die BindungsdomSn^ des ElA-Pioteins hinsichtlich der Bindung von p300, 
pl07undpl05; 

U20S-Zellen, welche nicht YB-1 im Kem aufweisen, nach Infektion mit dem 
darin als El/EB-minus Ad5 bezeichneten El/E3rdeletierten Adenoviren Ad5 
unddl520; 

257RDB-Zellen, welche YB-1 im Kem aufweisen, nach Infektion mit dem 
darin als El/ES-nodnus Ad5 bezeichneten El/E3"deletierten Adenoviren Ad5 
und Adenovirus dlS20; 

257KDB-Zellen und U20S-Zellen, nach Infektion mit dem Adenovirus 
dllll9/1131; 

das Ergebnis einer EMSA-Analyse, womit belegt wird, dass YB-1 in den 
vielfachresistenten Zellen bzw. Zelllinien 257RDB, 181 RDB, MCF-7Ad- im 
Zellkem vorhanden ist, wohingegen YB-1 in U20S und HeLa-Zellen nicht im 
Kem vorhanden ist; 

den strukturellen Aufbau des ElA-Proteins vom Wildtyp-Adenovkus, von 
Adenovirus dl520 und Adenovirus dll 1 19/1 131; 

ein Balkendiagramm, welches die ReplikationsefQzienz von Adenoviren bei 
Anwesenheit zus^tzlich exprimierter viraler Proteine in Absolutzahlen z^gt; 
und 

ein Balkendiagramm, welches die Steigerung der Rq>likationseffizienz von 
Adenoviren bei Anwesenheit zusatzlich exprimierter viraler Proteine zeigt; 
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Fig. 10 mit U20S-Zellen bewachsene N%)fen nach Kristallviolett-Farbung imd 

Infektion mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfu/Zelle bzw. KontroUe (K) ohne Gabe 
von Daunorubicin bzw. mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 

Fig. 11 mit HeLa-Zellen bewachsene Nipfen nach Kristallviolett-Farbung und 

Infektion mit dl520 mit 10 bzw. 30 pfu/Zelle bzw. KontroUe (K) ohne Gabe 
von Daunorubicin bzw. mit Gabe von 40 ng pro ml Daunorubicin; 

Fig. 12 ein Diagramm des Tumorvolumens iiber die Zeit von Tumoren verschiedenen 

Ursprungs (RDB257 und HeLa) nach Bdiandlung mit PBS bzw. dl520; 




Fig. 13 Aufiiahmen von euthanasierten MSusen, die einen Tumor auf der Grundlage 

von RDB257-Zellen entwickelten, nach Behandlung mit PBS bzw. mit 5 x lO' 
pfudlS20; 

Fig. 14 das Br^bnis einer Southem Blot-Analyse eines Zellextraktes (von den sucutan 
gewachsenen Tumoren) von RDB257-Zellen und HeLa-Zellen nach Infektion 
mit dlS20; 

Fig. 15 ein Balkendiagramm, welches die ReplikationseflBzienz bzw. die 

Partikelbildung von dl520 und Wildtyp-Adenovirus in YB-1 Kem-positiven 
TumorzeUen (257RDB und 181RDB) und YB-1 Kem-negativen Tumorzellen 
(HeLa,U20S)zeigt; 

Fig. 16 den struktuiellen Aufbau des Adenovirus vom Wild^ und des adenoviralen 
VektorsAdXvir03; 

Fig. 17 den strukturellen Aufbau des adenoviralen Vektors AdXVir03/01 ; und 



Fig. 18A/B mit 181RDB-ZeUen (Fig. ISA) und 272RDB-ZeUai (Fig. 18B) bewachsene 
Napfe nach Kristallviolett-Farbung und hifektion mit Ad312 (20 pfu/Zelle), 
Xvir03 (5 pfii/Zelle) und KontroUe (nicht infiziert), wobei die 
Kiisstallviolettfarbung fUnf Tage nach L[ifektion wfolgte. 
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Beispiel 1: Strukturen von ElA-Modifikationen, wie sie von den erfindungsgemafi 
verwendeten Adenoviren aufgemesen werden konnen 

Fig. 1 zeigt den strukturellai Auft>au der adenoviralai Vektoren AdEl/E3-minus, d.h. d^ 
El/E3-deletieren Adenovirus, Wildtyp-Adenovirus und Adenovirus dl520. 

Das Adenovirus AdEl/E3-minus weist keine fianktionalen fiir ElA und keine fUr ElB und 
• _ keine fiir E3 codierenden BCTeiche auf iind client im Rahmen der durchgefiihrten Experimente 
^^1^ als Toxizdtatskontrolle 

Das Wildtyp-EIA-Gen kodiert fOr insgesamt 5 Proteine, die durch alternatives spUcing der 
RNA von ElA hervorgehen. Dabei werden unter anderem zwei unterschiedliche Proteine, 
nSmlich ein 289 Aminosauren grofies Protdn und ein 243 AminosSuren grofies Protein 
hergestellt D1520 kodiert nicht fOr das 289 AminosSure groBe Protein, da es eine Deletion im 
CR3-Bereich des ElA-Gens aufweist, das zu einem Fehlen des 13S-Genproduktes fllhrt. Der 
erfindungsgemSB verwendbare Adenovirus dl520 wird unter Fachleuten als 12S-E1A Virus 
bezeichnet. Der im Stand der Technik bekannte Adenovirus dl347 (Wong und Zifi^ J. Virol., 
68, 4910-4920, 1994) ist ebenfalls ein 12S-E1A Virus, d&c erfiadungsg»n9fi vowendet 
^^^werden kann. 

^^imierhalb des 289 Aminosauren groBen Proteins, welches von 13S-E1A mRNA kodiert wird, 
gibt es 3 Beteiche, die bei dea unterschiedlichen adenoviralen Subtypen konserviert 
vorliegen. Diese weiden als CRl, CR2 und CR3 bezeichnet WShrend CRl und CR2 bei 
beiden ElA-Proteinen (ElA 12S und ElA 13S) voikommt, d. h. sowohl bei dem 289 
AminosSuiB langen wie auch bei dem 243 AminosSure langen Protein, ist der CR3-Bereich 
nur bd dem gi^JBeren der h&dsa vorstehend genamiten Proteine zu finden. 

Der CR3-BCTeich wird ffir die Aktivierong der viralen.Gene, insbesondere von ElB, B2, E3 
und E4 benotigt. Viren, die nur das kleinete, 243 Aminoslturen lange Protein auf^eisen, 
transaktivieren nur sehr schwach die viralen Gene und fOfaren keine adenovirale Rq>likation 
in solchen Zellen dutch, die YB-1 nicht im Kem aufweisen. Da YB-1 nur in TumorzeUen im 
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Kern vorUegt bzw. nachweisbar ist, eignet sich dieser Vektor, um cine tumorspezdfische 
Replikation zu induzieren. 

Dutch die Deletion von CR3 in dl520 ist dieser Adenovirus nicht in der Lage, zelluiares YB-1 
in den Zellkem zu translokalisieren, hierin auch als Translozi^ren b^eichnet, und somit auch 
nicht in der Lage, in YB-l-Kem-negativen Zellen zu replizieren und stellt damit dnen der 
erfindungsgemaB zu verwendenden Virea dar, wobei dieser Virus die erfindungsgemSB 
erforderliche Transaktivierung aufweist. 




BeispielZ: Wirkmechanismus von Adenoviren in Abhilngigkeit des Rb-Status von 
ZeUen 



In Fig. 2 sind die BindungsdomSn^ des ElA-Proteins hinsichtlich der Bindung von p300, 
pl07 und pl05 dargestellt. P300 ist dabei ebenso wie pl07 ein zellulares Bindungsprotein. 
Die Bindung des Retinoblastoma-Proteins (pRb), ein Tumorsuppressor-Piotein, erfolgt Ober 
CRl und CR2. Studien haben gezeigt, dass pRb und pl07/p300 in Veibindung mit dem 
zeUulSren Transkriptionsfektor B2F eine transkriptionelle Regulation ausiiben. Das Wildtyp 
ElA-Protein unterbricht die Bindung von E2F an Rb. Das solchermafien freigesetzte E2F 
bindet an den E2 early Promoter und induziert dadurch die adenovirale Replikation. 

Es ist im Stand der Technik bekannt, dass bestimmte Deletionen im ElA-Onkoprotein dazu 
fObi^ dass rdcombinante adenovirale Vektoren wie die nachstehend genannten vomehmlich 
in Rb-negativen Zellen zur Replikation befihigt ist und erfindungsgemSB verwendet werden 
kSnnen. Zum Beispiel weist der adenovirale Vektor dl922-947 eine Deletion in der CR2- 
Region auf (Aminoauiepositionen 122-129) und der Vdctor CB016 Deletionen in den 
Bereichen CRl (AminoSurepositionen 27-80) und CR2 (Aminoaurepositionen 122-129). Der 
Vektor El Ad/01/07 weist eine Deletion im CR2-Bereich auf (AnrinoSurepositionen 1 1 1-123). 
Dutch eine zusStzKche Deletion am N-Terminus (Aminoaurepositionen 4-25), erfolgt zudem 
keine Bindung an das Protein p300. Der adenovirale Vektor AdA24 weist eme Deletion in der 
CR2-Region auf (Aminoaurepositionen 120-127). Der im Patent EP 0 931 830 beschiiebene 
adenovitale Vektor weist Deletionen in dem CRl und CRZ-Bareich auf. 
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Der Bindungsmechanismus von E2F/RB und die durch El A vermittelte Freisetzung von E2F 
ist grundlegend verschieden von dem der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden 
Mechanismns. Nicht die Freisetzung von E2F vom Rb-Protein ist, wie im Stand der Technik 
angenommen, ein wichtiger, um nicht zu sagen der entscheidende Vorgang der adenoviralen 
Replikation, sondem die Kemlokalisation des humanen Transkriptionsfaktors YB-1. Dieser 
Transkriptionsfaktor kommt in normalen Zellen fib^ den grafiten Teil des Zellzyklus 
lediglich im Zytoplasma vor. Nach Infektion mit einem Adenovirus wird dieser unter 
bestimmten Bedingungen in den Kem induziert oder liegt bei bestimmten zellularen 
Systemen wie bestimmten Tumorerkrankungen, wie z.B, aber nicht darauf beschrSnkt, 
Brustkrebs, Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom, Osteosarkom, Glioblastoma Melanom, 
kleinzelliges Lnngenkarzinom und KolorektaUcarzinom, bereits im Kem vor. 



Beispiel 3: Infektion von U20S-Zellen 



Fro Schale wurden 100.000 U20S-Zellen ausplattiert. Am nSchst^ Tag wurden die Zellen 
wie in Fig. 3 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die Infektion erfolgte in 
500 |xL serumfreie DMEM-Medium fUr 1 h bei 37** C. AnschlieBend wurde das 
Ihfektionsmedium entfemt und durch 2 ml Volhnedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach 3 
^^Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer Kristallviolettfarbung. 

^^^V^ie aus Fig. 3 ersichtlich zeigen die U20S Zellen, welche YB-1 nicht im Kem auftveisen, 
nach Infektion mit zwei verschiedenen Adenoviren, namhch dem als El/E3-minus 
bezeichneten El/E3-deletierten Adenovirus und Adenovirus dlS20, der erfindungsgemSfi 
verwendet werden kann, keine Lyse, wie durch Kristallviolett^rbung der Zellen dargestellt 
Dabei wird zunachst das Medium ^tfrait. AnschlieBend werden die Zellen mit Kristallviolett 
tlberschichtet (50 % ETOH, 3 % Fomialdehyd, 5 % Essigsaure, 1 % KristaUviolett) und filr 5- 
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Flatten noit 6 N^fen mit Wasser 
grundlich gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. 
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Dies bestatigt die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Erkenntnis, dass das 
Vorfaandensein von YB-1 erforderlich ist, um die erfindungsgem^ zu verwendenden Viren 
zu einer Lyse von inJBzierten 2^11en zu veranlassen, 

Beispiel 4: Infektion von 257RDB-ZeUen 

Pro Schale wurden 100.000 257RDB-Zellen auq)lattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 
wie in Fig. 4 dargestellt mit den verschiedene Adenoviren infiziert. Die Infektion erfolgte in 
_ 500 ^iL serumfreiem DMEM-Medium fur 1 h bei 37° C. Anschlieflend wurde das 
Mfektionsmedium entfemt und durch 2 ml Vollmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach 3 
Tagen erfolgte die Auswertimg mit Hilfe einer KristallviolettSrbung. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Fig. 4 dargestellt. Das Ad^ovirus als El/E3-minus Ad5 
bezeichnete El/E3-deletierte Adenovirus zeigt keine Lj^e bei niedrigen MOls (pfii/Zelle) bei 
Infektion von 257RDB-Zellen, die YB-1 im Kem aufweisen. Iin Gegensatz dazu zeigt dlS20, 
welcher wie in Beispiel 3 belegt, in YB-l-Kem-negativen Zellen nicht repUziert und 
gleichzeitig mit ElA fur ein im Sinne der vorliegenden Erfindung transaktivierendes 
Onkogenprotein codiert, eine praktisch vollstandige Lyse bei einer MOI (engl. multiplicity of 
infection) von 40 pfu pro Zelle und eine noch fiberwiegende Lyse bei einer MOI von 10 pfu 
_ pro Zelle. Daraus ergibt sich, dass dl 520 und vergleichbare Viren, wie hierin beispielsweise 
^^^nit dill 19/1 131 oder AdXvir 03 beschrieben, eine gegenilber einem El-deletierten oder 
^^^inem El/E3-deletierten Adenoviurs um etwa eine Gr6Benordnung (etwa zehnfach) 
verringerte MOI erforderlich machen, was deren Eignung zur klinischen Anwendung 
begrundet 

Wie in Fig- 7 dargestellt zeicbnet sich das ElA-Protein von dl520 dadurch aus, dass der 
Bereich CR3 davon deletiert ist, was zu der fiir die erfindungsgemSfie Verwendung des 
Adenovirus erfotderlichen Transaktivi^img und Rq>likation in YB-l-Kem-positiven Zellen 
fDhrt. 



BOHMANN & LOOSEN 

57 



Beispiel 5: Infektion von 257RDB and U20S-ZeUen mit dllll9/1131 

Wie in Fig. 5 daigestellt kommt es bei Infektion von YB-l-Kem-negativen U20S-Zellen mit 
dem Adenovirus dllll9/1131, das eine Deletion der Aminosauren 4-138 des ElA-Protdns 
bzw. der dafiir codierenden Nuldeinsauie und ein Stop-Codon nach Aminosaure 218 aufwdst, 
wodtnch das expiimierte verkOizte ElA-Protein die CR3-Region des voUstSndigen ElA- 
Proteins entMlt, bei einer MOI von 20 pfu pro Zelle za keiner Lyse. Als Negativkontrolle 
wurde ein nicht-indSzierter Zellrasen herangezogen. 

• Im Gegensatz dazu zeigt sich unter dem Einfluss von Adenovirus dill 19/1 131 in einem 
zellularen System wie 257RDB, welches YB-1 im Kem aufweist, d. h. YB-l-Kem-positiv ist, 
bereits bei einer MOI von 20 pfu pro Zelle eine praktisch vollstandige Lyse des Zellrasens. 
Insoweit findet sich auch mit diesem Beispiel ein Beleg fiir die Aussage, dass ein 
modifiziertes ElA-Onkogenprotein, welches, wie in Fig. 7 dargestellt, beispielsweise 
lediglich den CR3-Bereich umfasst und dem der Bereich CRl sowie CR2 fehlt, die fur die 
erfindungsgemafie Verwendung von Adenoviren erforderliche Transaktivierung in YB-1- 
K^-positiven Zell^ zeigt, mit der Folge einer viialen ReplikatioiL Der Adenovirus 
dll 119/1 131 stellt somit einen weiterrai, erjBndungsgonafi verwendbaren Adenovirus dar. 
Dabei ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch solche Viren verwendet 
werden konnen, die hinsichtUch des CR3-Bereiches wie dll 119/1 131 ausgebildet sind, jedoch 
^l^m Unterschied dazu den Bereich CRl und/odra: CR2 aufweisen. 

Beispiel 6: Nachweis von naldarem YB-1 bei ^^Ifachrteistenten Zellen 

Dem Experiment liegt die tJberlegung zugrunde, das nnklSres YB-1 als Transkriptionsfaktor 
an die Y-Box (CAAT-Sequenz) innerhalb des mdrl-Promoters (engL multiple drug resistance 
promoter) binden sollte. Um dies nachzuweisen, wurde dne sogenannte EMSA-Analyse 
(electrophoretic mobility shift assay) durchgefUhrt. Dabei wild Kemprotein isoliert und 
anschHefiend warden 1-10 |ig Protein mit dnem kuizen DNA-Fragment (Oli^) zusammen 
bei 37*» C inkubiert. Um nuklSies YB-1 zu bestimmen, wurde fblgendes Oligonukleotid 
benutzt: mdrl promoter im Unterschied zu U20S (Position -86 bis -67): 
TGAGGCTGATTGGCTGGGCA (die Y-box ist unterstrichen). 
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Dieses DNA-Fragment wird zuvor mit eina: Kinase am 5'-Ende mit ^¥ radiaktiv maridert 
AnschlieBend erfolgt die Auftremung in einem nativen Polyactylamidgel. Falls das Protein 
YB-1 an eina- Sequenz am Oligonucleotid bindet, ist dies zu erkennen, da ungebundenes 
Oligonukleotid im Gel sdbneller wandert als das ^bundoie Oligonucleotid (Hohn, P. S. et 
al., JBC 277, 10427-10434, 2002; Bargou, R. C. et al.. Nature Medicine 3, 447-450, 1997). 

Wie in Fig. 6 dargestellt, konnte im Rahmen einer EMSA-Analyse gezeigt werden, dass YB-1 
in den vielfachresistenten Zellen 257RDB, 181RDB und MCF-7Ad-ZeUen im Kem im 
Gegensatz zu den Zelllinien U20S und HeLa-Zellen vorhanden ist 

Die in Beispiel 4 und 5 gezeigten Ergebnisse belegen, dass die Adenoviral dl520 und 
dill 19/1 131 in YB-l-Kem-positiven Zellen wie z. B. 257RDB im Unterschied zu U205 
replizieren und eine Zellyse induzieren. Dies belegt somit die Aussage der 
erfindungsgemafien Verwendung der Adenoviren. Weiterhin belegai die Brgebnisse, dass 
bereits eine schwache Transaktivierung der viralen Gene in YB-1- Kem-positiven Zellra im 
Vergleich zum Wildtyp-Adaaovirus durch die modifizierten oder deletiaten ElA- 
Genprodukte bei Anwesenheit von YB-1 im Zellkem erfolgreich mit einer Replikation und 
Lyse von derartigen Zellen einhergeht, einschlieBlich beispielsweise von vielfachresistenten 
Zellen, und somit die hierin beschrieibenen Adenoviren bei der Lyse derartiger Tumoren 
verwendet werden kSnnen. 



Beispid 7: Ste^enmg der RepIikationselOizieiiz von El-minus Adenoviren 

Jn diesem Beispiel wild die Substitution der frflhen viraloi Gene E1B-55K und E4orf5 durch 
Trans£dction mit dem Plasmid pE4orf5 und hrfektion mit dem El/E3-deletierten Adenovirus 
Ad-55K gezeigt. Ad-55k ist ein E1/E3 deletiertes Virus, wobei ElB-55k in die El kloniert 
wurde und unter CMV-Kontiolle steht Diese Substitution wild mit Blick darauf erforderlich, 
dass AdYB-1, d. h. ein Adoiovirus, det YB-1 exprimiert, diese frflhen Gene nicht e^qirimiert 
und der vorliegende Erfinder erkannt hat, dass eine Substitution dieser frOhen Gene in einem 
Replikationssystem, bei dem YB-1 im Kem vorhanden ist, in der Lage ist, die 
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ReplikationsefiQzienz bzw. die Partikelbildungseffizienz in einem Umfang vergleichbar 
derjenigen von Wildtyp-Adenoviren vonoi Typ Ad5 zu erhdhen. 

Dabei wurde wie folgt vorgegangCTi: 

Transfektion von je 10^ U20S-Zellen mit dem Plasmid pE4orf6 mit Hilfe von Lipofectamin. 
Das Plasmid pE4orfiS tragt die fur das frClhe virale Gen E4orf6 codierende DNA-Sequenz 
unter CMV-KontroUe. 

• 24 h nach der Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 wurden die 2:ellen mit dem YB-1 
exprimierenden El/E3-deletierten Adenovirus AdYB-1 (50 pfu/Zelle) und dem E1/E3- 
deletierten E1B-55K Adenovirus Ad-55K (50 pfu/Zelle) infiziert. Ad-55K ist ein E1/E3- 
deletiertes Virus, welches als Transgen das virale Gen E1B-55K unter CMV-KontroUe tragt. 

AaschlieBend wurden die Zellen vom Medium (2ml) 5 Tage nach der Ihfektion (= post 
infectionem) entfemt. Die Freisetzung der viralen Partikel aus den isolierten ZcIIctl erfolgte 
duich dreimaliges altemierendes Einftieren und Auflauen (engl. thaw/freeze). Anschliefiend 
wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der gebildeten infektidsen Partikel 
(plaque fomiing units pro ntil (pfii/ml)) durchgefUhrt. Das Ergebnis ist in den Figs. 8 und 9 
dargestellt. Dabei zeigt Figur 8 das Ergebnis des Plaque Assays, dargestellt in absoluten 

•Zahlen. Die deutlichste Dififerenz zur Infektion mit AdYB-1 alleine zeigt hierbei die 
^Combination aus Transfektion mit dem Plasmid pE4orf6 imd Co-Infektion mit den beiden 
Viren AdYB-1 und Ad-55K. Fig, 9 zeigt das Ergebnis von Fig. 8, wobei hier die Steigerung 
der Replikationsefifizienz als Vielfaches der fUr AdYB-1 ermittelten RepUkation dargestellt 
ist. Die mit Plasmid pE4orf6 transfizierten und anschliefiend mit AdYB-1 und E1B-55K (Ad- 
55K) mfizierten Zellen produzierten bis zu 25 mal mehr pfu/ml. 

Aufgrund dieser Ergebnisse kann gefolgCTt werden, dass die Substitution von E1B-55K imd 
E4orf6 die Anzahl der gebildeten Viren (pfu/ml) nach Infektion mit dem El/E3-deletierten 
Adenovirus AdYB-1 um einen Faktor von bis zu 25 erhoht. Dabei sind die additiven Effekte 
von E1B-55K und E4orf6 auf die Produktion von plaque forming units (pGi) signifikant 
groBer als die Efifekte eines der beiden Genprodukte alleine. 
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KonttoUversuche mit einem Plasmid, welches EGFP exprimierte, zeigten deutlich, dass in 
dem gewShlten experimenteUen Ansatz nur etwas 10 % der Zellen erfolgreich mit dem 
Plasmid pE4orfl5 transfiziert werden koraiten. Die Anzahl der in den Zellen gebildeten 
Partikel, die sowohl E1B-55K als auch E4orf5 expiimierten. ist mit der des humanen 
Adenovinistyp 5 (Wildtyp) vergleichbar. Dies beststigt die d&c vorUegenden Erfindung 
zugrundeUegende Eikemitnis, dass die Expression von E4orf6 vmd E1B-55K in Vetbindimg 
mit der Kemlokalisation von YB-1 in der Lage ist, eine adenovirale Replikation bzw. 
Partikelbildung, insbesondere von ElA-deletiertes Adenovirrai zu bewerkstelligen, die 
vergleichbar derjenigen von Wildtyp Ad5 ist 



BeispielS: Verstarkung der Replikation von in YBl-Kem-negativen Zellen nicht 
replizierenden Adenoviren in YB-l-Kern-positiven Zellen nach Gabe von 
Zytostatika 

lin Stand der Technik ist bekannt, dass durch die Zugabe von verscbiedenen Zytostatika die 
Kemlokalisation des humane Transkrq)tionsfaktor YB-1 induziert wild. Wie vom 
vorliegenden Erfinder gefunden, steuert ketnlokalisiertes YB-1 die adenovirale Replikation 
mittels Aktivierung des adenoviralen K-late Promoters. Die Kombination beid^ Efifekte 
kann dazu genutzt werden, um eine spezifische Tmnorlyse herbeizufOhren. 



iei der Durchftihrung dec onkolytischen Assays wurde wie folgt vorgegangen. 200.000 
ZeUea (HeLa. bzw. U20S) wurden je Napf in 6-Napf-Plattai ausplattiert. Am nachsten Tag 
wurden 40 ng/ml (Endkonzentration) Daunorubicin zugegeben. Nach 3 Stunden 
Inkubationszeit wuxden die Zellen mit 10 bzw. 30 pfti dl520/Zelle infiziert. AnschlieBend 
wurden die Zellen in Zytostatika-fireiem Medimn incubiert Nach 3-5 Tagen wurden die 
Zellen mit Kristallviolett an^&bt 

Wie aus Fig. 10 und 11 ersichtlich, induziert die Zugabe von Daunorubicin die Replikation 
von dl520 durch die Kemlokalisation von YB-1. Somit erzielt dl520 in Vetbindung mit dem 
Zytostatikum Daunorubicin einen grSBerai tumorlytischen Effekt als Daunorubicin alleine. 
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Beispiel 9: In vivo Tumorlyse durch dl520 

• Die in dieser in vivo Studie verwendeten Zellra HeLa (YB-1 Kem-negativ) und 257RDB 
(YB-1 Kem-positiv) werden unter sterilen ZellkulturbedingungCT expandiert. Kurz vor der 
Injektion der Zellen in die MSuse (Stamm CaOlNuNu), um einen Tumor subcutan zu selzen, 
werden diese durch Trypsinierung geemtet, ia DMEM-Medium (10 % FKS) aufgenommen, • 
gezShlt und einmal mit PBS gespult. Anschliefiend werden die 2^11^ zentrifugiert, das PBS 
abgesaugt und in frischem PBS, der gewunschten Zellzahl entsprechen, portioniert. Die 
subcutan injizierte Zellzahl betrug in dieser Studie je 5x10^ Zellen von beiden Zelllinien. Die 
^ Injektion erfolgt subcutan in eiae Flanke der Tiere, wobei die HELA-Zellen in die rechte 
B Seite und die 257RDB- Zellen in die linke Flankenseite zur besseren Unterscheidung injiziert 
wurden. Das Wachstum der Tumoren wurde zweimal wdchentlich kontrolliert und dabei die 
LSnge und die Breite der Tumoren mit einer Schiebleere gemessen. Daraus wurde das 
Tumorvolumen ttber folgende mathematische Formel berechnet: 



3/47C * a/2* (b/2)^ a - LSnge, b = Breite 

Wenn der Tumor ein Volumen von 200 bis 520 mm^ erreicht hat, wird das Virus bzw. PBS 
als Negativkontrolle intratumoral appliziert. Die zu injizierenden Volumina waren gleich und 
betrugen jeweils 50 }il. Dies wird an 3 aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt Die 
Gesamtdosis an appliziertem Vims betmg 5x10^ pfu. Danach wird das Tumorwachstum 
eiterhin zweimal pro Woche dokumentiert imd das Volumen berechnet. Am Ende der Studie 
werden die Mause euthanasiert und die Tumoren ftir weitere Analysen entnommen. 



Die Ergebnisse sind in den Figuren 12 und 13 dargestellt 

Fig- 12 zeigt ein Diagramm, welches das Volumen des Tumors in AbhSngigkeit von der Zeit 
und den vCTSchiedenen Behandlungsschemata darstellt Im Falle der durch RDB257 
ausgebildeten Tumoren erfolgt bei Injektion von PBS dn signifikantes Wachstum des Tumors 
von ca. 438 mm^ bis 1466 mm^. Unter dem Einfluss des erfindungsgem^ verwendetm 
Velctors dl520 koimte das Tumorwachstum signifikant verringert werden. Ausgehead von 
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einer duichschnittlichen Tumorgr^Be von 344 mm' erhShte sich die TumorgroBe lediglich um 
21 % auf insgesamt 543 mm'. 

Als Kontrolle wurde im vorliegenden Beispiel der Tumor aus HeLa-Zellen verwraidet, der 
sich bei Gabe von PBS hinsichtlich seines Wachstums abnlich verbielt, wie der auf RDB257 
zurOckgehCTide Tumor bei Gabe von PBS. Mit dl520 bdiandelte HeLa-Zellen basierte 
Tumoren zeigten einen noch wesentlicheren Anstieg des Tumorwachstums ausgehend 311 
mm' bis 1954 mm'. 

• Fig. 13 zeigt Aufiiahmen von euthanasierten Nacktmausen, denen imter Anwendung von 
RDB257 ein Tvunor gesetzt wurde. Es ist deutlich zu erkennen, dass nach der 
erfindungsgemaBaoi ^plikation des Adenovirus dl520 eine signifikante Rttckbildung des 
Tumors eintrat. Im vorliegoiden Falle wurde sog^ eine Verringerung des Tumorvolumens 
etzielt (Tag 1 nach Applikation des Virus dl520: 515 mm'; Tag 30 nach Apphkation des 
Virus dl520: 350 mm'. 



Beispiel 10: Soathem Blot von Tumor-DNA 

Die DNA wird aus einem Tumorstttck isoliat, welches aus da- Mitte des in Beispiel 9 
gesetzten Tumors entnommen worden ist Fiir die Isolierung wird das Dneasy Tissue Kit von 
|der Finna Qiagen benutzt. Die Durchfiihrung der DNA-IsoUerung erfolgte nach 
Herstellerangaben. Dabei wird die DNA aus den Zellen durch eine alkalische Lyse freigesetzt. 
AnschlieBend wird isoUerte DNA uber eine Saule gereinigt AnschlieBend wird die 
Konzenttation der isolierten DNA photometrisch bei 260 nm gemessen. Die Analyse erfolgte 
anhand von 2 jig der DNA-Probai, die mit dem Restriktionsenzym I^n 1 10 Units verdaut 
wuiden. Dann erfolgt eine elektrophoretisch Aufirennung der Proben in eanssm 0,8%igen 
Agaiosegel. AnschlieBend wuide die DNA auf eine Nylonmembran geblottet (Durchf&hrung 
nach dem System von Schleicher & Schuell). Die auf der Membran geblottete DNA wild 
gegen eine spezifische 1501 bp groBe DNA-Sonde hybridisiert Die 1501 bp groBe DNA- 
Sonde bindet spraifisch an das 3369 bp-groBes Kpn I-Fragment innethalb dex E2A- 
codierenden Ad5-Sequenz. Die Sonde wurde zuvor per PGR (PrimerS*- GTC GGA GAT 
GAG ATC CGC GT, 5*- GAT CCT CGT CGT CTT CGC TT) hergestellt und mit «P 
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radioaktiv markiert AnschlieBend wird die Membnin gewaschen und auf eine Filmfolie 
exponiert. 

Das Ergebnis des Southern-Blots der Tumor-DNA ist in Fig. 14 dargestellt. Die Analyse 
belegt, dass nur dl520 in den resistenten Zellen RDB257 in vitro repliziert, wie in den Spuren 
3, 4 und 5 dargestellt Spur 1 zeigt als Positivkontrolle Ad-5d, Spur 6, 7 und 8 DNA von 
HeLa-Zellen, die mit dl520 infiziert wurden. Nachdem HeLa-Zellen keine YB-1- 
Kempositivitat zeigen, erfolgte darin keine Replikation des Virus dl520, so dass entsprechend 
die E2A-Sequenz nicht nachgewiesen werden konnte. 

Bin weiteres Ergebnis mit dl520 ist in der Fig. 15 dargestellt. Anhand eines Plaque-assays 
wurde die Partikelbildung ^fu/ml) nach Infektion mit dl520 und Wildtyp-Adenovirus 
untersucht Dabei werden verschiedene YB-1 Kem-positive (257RDB und 181RDB) 
Tumorzellen und YB-1 kem-negative Tumorzellen mit dl520 und Wildtyp-Adenovirus 
infiziert. 



Dabei wurde wie folgt vorgegangen: 

Jewells 100.000-200.000 Zellen werden in sog. Flatten mit 6 N^fen (en^. 6 well plates) in L 
15-Medium (resistente Zellen) bzw. DMEM (nicht-resistente Zellen) jeweils mit 10 % FKS 
ausplattiert. Nach 24 h erfolgt die Infektion mit dl520 und WT- Adenovirus (10 pfii/Zelle) 3 
iTage nach der Infektion ^ost infectionem) erfolgt die Freisetzung der viralen Partikel aus der 
2fellsuspension (3 ml) durch dreimaliges altemierendes Einftieren und Auflauen (engl. 
thaw/freeze). AnschUeBend wurde ein Plaque Assay auf 293-Zellen zur Bestimmung der 
gebildeten infektiosen Partikel (plaque forming units pro ml (pfii/ml)) durchgefuhrt. Das 
Ergebnis ist in der Fig. 15 dargestellt. Dabei zeigt das Ergebnis des Plaque Assays, dass dl520 
in den YB-1 Kem-positiven Zellen (257RDB und 181RDB) vergleichbar dem Wildtyp- 
Adenovirus replizi^. Insoweit wird bei der erfindimgsgemSfien Verwendung der hierin 
beschriebenen Adenoviren eine RqjlikationsefBzienz verg^leichbar derjenigen von Wild^- 
Adenovirra erreicht. 
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Beispiel 11: StruktureUer Anfbau des adenoviraleii Vektors Xvir03 

Fig. 16 zeigt den strukturellen Aufibau des adenoviralen Vektors Xvir03. Das Adenovirus 
Xvir03 ist ein sogenanntes El/E3-deletiertes Adenovirus. Das heisst, dass keine fiir die 
adaoLovirale Replikadon funktionellen ElA, ElB und E3 Proteine hergestellt werden. Die 
Deletion der El Region erstxeckt sich von 342 - 3528; die Deletion der E3 Region von 
Aminosaureposition 27865 - 30995. Wie hierin verwendet, bezeichnet der BegrifF ,^1- 
deletiCTtes Virus ein solches Virus, bei dem El funktional nicht mehr aktiv ist. Dies kann 
dutch cine Inaktivienmg bei ansonsten weitestgehend intaktCT Nukleinsaure- bzw. 
Aminosauresequenz erfolgen, kann jedoch auch eine unterschiedlich grofie Deletion des fur 
El -Region kodierenden Proteine bedeuten. Durch das Fehlen des El A und ElB Proteins bzw. 
der dafiir codierenden Nukleinsauren wird die E4-Region, z.B, E4orf6, nicht oder nur sehr 
schwach (ca. 1-5% im Vergleich zum Wildtyp-Adenovirus) exprimiert. In der El-Region 
werden die viralen Gene ElB55k und E4orf6 vennittelt durch den in den Xvir 03 
eingefilhrten, heterologen CMV-Promoter (Finna Clontech: Plasmid pShuttle) e3q)rimiert. 
Anstelle des CMV-Promotors kdnnen auch jene hierien beschriebenen Promotoren verwendet 
werden, wie im Zusaxnxnenhang mit der Expression von ElA ofiTenbart Der ofTene 
Leserahmen beider Gene ist tlber eine sogenante IRES-Sequenz (engl.: internal libosomal 
entry site) miteinander vCTbunden (Pelletier, J. and Sonenberg, N. Nature, 1988, 334, 320- 
325), Dieses Element (Firma Novagen: pCITE) erlaubt die Eicpression von 2 Proteinen aus 
einermRNA. 

Bei der Hersteliung des Vektors wurde wie folgt vorgegangen: 

Das Plasmid ElB55k-pShuttle ging durch Umklonierung des ofFenen Leserahmen von 
ElB55k aus pCGNElB von M. Dobelstein (Uni Marburg) mit Xbal und Bfirl in den pShuttle- 
Vektor von Clontech hervor. Anschliefiend wurde ElB55k in pShuttle mit Apal linearisiert, 
die Enden geglattet und mit Nhel geschnitten. 

In einem zweiten Vektor, dem pcDNA3.1(+) (Invitrogen), wurden nacheinander das IRES- 
Element als POR-Produkt mit dem pCTrE-4a(+) der Firma Novagen als Template fiber TA- 
Klonierung in die EcoRV-Schnittstelle und das E4orf6 aus dem Plasmid pCMV-E4orf5 (M. 
Dobelstein, Uni Marburg) tlber BamHI hineinkloniert = IRES-E4orf5-pcDNA3.1(+). IRES- 
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E4orf6 in pcDNAS.l (+) wurde linearisert mit NotI, die Enden geglattet und anschliefiend 
wurde das Fragment IRES-E40RF6 mit Nhel heransgeschnitten. Das Fragment IRES- 
E4or£F6 wurde mit dem geafi&ieten Vektor ElB55k-pShuttle (blunt, Nhel) verknttpft. Die 
Kassette wurde anschliefiend aus dem ElBSSk-IRES-E4orf6-pShuttle zusammen mit dem 
CMV-Promotor und dem bovine growth hormone (BGH)-PolyA in das AEl, AE3 Adeno-X- 
Plasmid (Clontech) mit I-Ceu I und Pl-Scel kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf6 
bezeichnet. Danach erfolgte die Adenovirusherstellung nach Herstellerangaben (Clontech). 
Das mit Pad linearisierte Adenoplasmid mit dem Expressionselement CMV-ElB55k-IRES" 
E4orf6-BGH polyA wxurde mit in HEK293 Zellen transfiziert imd nach 11 Tagen post 
transfectionem die sich ablosenden Zellen zusanmien mit dem Medium abgenommen, um 
durch wiederholte Ein£rier-Auftau-Zyklen die entstandenen Adenoviren fireizusetzten. 

Es ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung imd fiir den Fachmann im Lichte der 
vorliegenden Offenbarung durchflibrbar, dass fOr die Herstellung der erfindungsgemafien, 
bevorzugterweise rekombinanten Admoviren, insbesondere solche, welche die Kassetten 
E4ore5-IRES-ElB5Sk bzw. YB-1*IRES-E1A12S einzehi und/oder zusammen enthalten, auch 
andere Systeme verwendet werden kfinnen, z. B. das S3^tem AdEasy der Firma QBIOGENE. 
Zudem kdnnen die einzelnen Transgene innerhalb der Kassette untereinander ausgetauscht 
warden. Es ist somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass auch solche Adenoviren 
hergestellt und erfindungsgemSfi verwendet werden konnen, bei denen die Kassetten den 
folgenden Aufbau aufweisen: ElB55k-IRES-E4orf6 bzw. E1A12S-IRES-YB1. 

I 

Der vorstehend beschriebene Vektor eignet sich grundsatzlich wie die anderen hierin 
beschriebenen erfindimgsgemaB zu verwendendea Viren. Insbesondere ist der vorstehend 
beschriebene Vektor dazu geeignet, in YB-l-Kem-positiven Zellen sowie Zellen, in denen 
YB-1 dereguliert, dh. im Vergleich zu Nonnal-Zellen bzw, Nicht-TumorzeUen 
fiberexprimiert vorliegt, zu replizieren und insoweit eine Lyse herbeizufOhren. Die 
Anwendung dieses Vektors erstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten und 
PatientengnippCT oder PatientenkoUektive, die fOr die anderen hierin beschriebenen 
erfindungsgemafi zu verwendenden Adenoviren und erfindungsgemaBen Adenoviren 
ofifenbart sind. 
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Beispiel 12: Struktureller Aulbau des adenoviralen Vektors Xvir03/01 

Wie aus Fig. 17 ersichtlich, ist XVIR03/01 eine Weiterentwicklung von XVIR03, Dabei 
kfixmen in der E3 Region ther^eutische Gene wie beispielsweise die hierin beschriebmen 
Gene und Transgene Moniert werden. Zudem wuide eine Deletion in der E4-Region 
eingefuhrt, um eine homologe Rekombination mit dem E4orf6 aus der Expressionskassette 
von Xvir03 zu venneiden. Dies filhrt auch dazu, dass bei diesem Konstrukt grSBere 
Transgene kloniert werden konnen. Die deletierte E3-Region enthSlt filr das Einsetzen einer 
Kassette nutzbare Sad, Ndel und Nhel- Schnittstellen, in die beispielsweise die 
therapeutischen Transgene einkloniert werden kdimen. 

Vorbereitang eines Plasmids zur Klonierung therapeutischer Gene in die £3-Region 
sowie zur Deletion in der E4-Region: 

Das pAdenoX-Plasmid von Clontech verfUgt ttber eine Sful -Schnittstelle hinter der 3* ITR- 
Region, die im wildtyp Adenovirus fehlt Die E3-E4-Region wurde mit Spel (Position 23644) 
und Sful aus pAdenoX (Clontech) in pcDNA3.1(+) (Invitrogen) flbemommen = pcDNA3.1- 
E3A27865-30995-E4. Der GroBtdl des E40RF6, nSmlich 33241-33875 wurde mittels PstI 
entfemt = pcDNA3.1-E3A27865-30995,E4A33241-33875. Fiir die Weiterentwicklung von 
XVIR03 wurde der deletierte E3/E4-Bereich aus pcDNA3.1-E3A27865-30995,E4A33241- 
'33875 mittels Sful und Spel in das Plasmid pAdenoX kloniert = pAdenoX E3A27865- 
30995,E4A33241-33875. 

Die Expressionskassette wurde anschliefiend wie fiir Xvir03 beschrieben aus dem £lB55k- 
]RES-E4orfiS-pShutde zusanmien mit dem CMV-Promotor und dem bovine growth hormone 
(BGH)-PolyA in das pAdenoX E3A27865-3099534A33241-33875 mit I-Ceu I und Pl-Scel 
kloniert und als AdcmvElB/IRES/E4orf5-AE4 bezeichnet Danach erfolgte die 
Adenovirusherstellung nach Herstellerangaben (Clontech). 



Der vorstehend bescbriebene Vektor eignet sich grundsatzlich wie die anderen hierin 
bescfariebenen erfindungsgemSfi zu verwendCTiden Viren. Ihsbesondere ist der vorstehend 
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beschriebene Vektor dazu geeignet, bei YB-l-Kem-positiven Zellen sowie Zellen, in denen 
YB-1 dereguli^ dh. im Vergleich zu Nonnal-Zellen bzw. Nicht-Tumorzellen 
(iberexprimiert vorliegt zu rqplizieren imd insoweit eine Lyse herbeizuf&hren. Die 
Anwendung dieses Vektors erstreckt sich dabei auch insbesondere auf jene Krankheiten und 
Patienteagnq>pen oder Patientenkoilektive, die f&r die anderen hierin beschriebenen 
erfindungsgemilfi zu verwendenden Adenoviren und erfindungsgemafien Adenoviren 
ofifenbart sind. 

Beispiel 13: Onkolytische Wirkung von Xvir 03 in 257 RDB- und 181 RDB-ZeUen 

Pro Napf einer Platte mit sechs NSpfen (engl. 6 well plate) wurden jeweils 100.000 Zellen 
(257RDB und 181RDB) ausplattiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen wie in Fig. 18 
dargestellt mit Ad312 (20pfu/Zelle) und XvirOB (Spfu/Zelle) infizierL Die Infektion erfolgte 
in 500 fiL serumfreie DMEM-Medium fUr 1 h bei 37** C. Anschliefiend wurde das 
Infektionsmedium entfemt und durch 2 ml VoUmedium (10 % FKS/DMEM) ersetzt. Nach S 
Tagen erfolgte die Auswertung mit Hilfe einer KristallviolettSrbung. Das Ergebnis ist in 
Figs. 18A und 18B dargestellt. 

Wie aus Fig. 18A und 18B ersichtUch, zeigen die vielfachresistenten Zellen, welche YB-1 im 
Kem aufweisen, nach Infektion mit Ad312 und Xvir03 nur bei Xvir03 eine L3^e, wie durch 
" tallviolettfarbung der Zellen dargestellt. Dabei wird zunachst das Medium entfemt. 
AnschUeBend werden die Zellen mit Kristallviolett uberschichtet (50 % ETOH, 3 % 
Formaldehyd, 5 % Essigsaure, 1 % Kristallviolett) und fiir 5-10 min bei Raumtemperatur 
inkubi^. Danach werden die Flatten mit sechs Napfen mit Wasser grundlich gewaschen und 
bei Raumtemperatur getrocknet 

Es ist dem vorliegenden Erfinder bekannt, dass ElA-deletierte Viren (z. B. Ad312), die 
jedoch keine transaktivierenden Adenoviren im Sinne der vorliegenden Erfindung sind, bei 
hdheren MOI's sehr efGzient leplizieren kdnnen (Nevins L R., Cell 26, 213-220, 1981), die 
jedoch in der klinischen Anwendung nicht zu realisieren sind. Dieses PhSnomra wild in der 
Literatur als ,31A-like activity** bezeichnet. Der hier eingesetzte Adenovirus Ad312 ist ein 
ElA-deletiertes Virus. Bei der eingesetzten Menge (20 pfu/zelle), die noch oberhalb des 
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klinisch wunschenswerten Titers liegt, wendea die fruhen adenoviralen Gene wie z. B, 
ElB55k und E4oTf5 nicht oder nur sehr gering exprimiert (Nevins J. R., Cell 26, 213-220, 
1981), Wie bereits beschrieben spielen diese Gene bzw. die Proteine eine bedeutende RoUe 
bei der viralen R^likation. Im Gegesatz dazu werden diese Gene bzw, Proteine beim 
Adenovirus Xvir03 eTCprimieit (Fig 16). Anhand der Fig. 18A und 18B wird ecsichtlich, dass 
die Expression der Gene ElBSSk und E4orf6 zur einer effizienten viralen Replikation und 
Zellyse fOhren bd gleichzeitig geringCTi erforderlichen Ihfektionstiter (augedradct als 
pfii/Zelle). Dies bestatigt die der vorliegaiden Erfindung zugnmdeliegende Eikenntnis, dass 
die Expression von E4orf6 und E1B-55K (und das Nicht-Vorhandensen von ElA) in 
Verbindung mit der Kemlokalisation von YB-1 in der Lage ist, dne sehr effiziente 
|adenovirale Replikation zu induzieren. Die dazu erforderliche Menge von nur 1 bis 5 
pfu/Zelle lasst jetzt eine klinischen Anwendung zu. 

Dies b^tatigt die der vorliegenden Erfindung zugnmdeliegende Erkenntnis, dass das 
Voiliandensein von YB-1 im Kem, insbesondere ZellzyMus-unabhangig, erforderlich ist, um 
die erfindungsgCToSB zu verwendenden Viren zu einer Lyse von infizierten Zellen zu 
veranlassen. 



Die in der vorstehenden Beschreibung, den AnsprQchen sowie den Zeichnungen offenbarten 
Merkmale der Erfindung k5nnen sowohl einzeln als auch in belid>igm Kombinationen Sir die 
Verwirldichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betdfit die Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines 
Adenovirus, zur Herstellung eines Medikamentes, wobei der Virus leplikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, und der Virus fur ein Qnkogen oder 
Qnkogenprodukt, insbesondere ein Onkogenprotein, codiert, das zumindest ein virales Gen, 
bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das Gen ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die ElBSSkDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst 
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Ansprttche 

1. Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Herstellung eines 
Medikamentes, daduich gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicht im Kern aufweisen, und der Virus fUr ein Onkogen oder 
Onkogenprodukt, insbesondere ein Qnkogenprotein» codiert, das zumindest ein virales 
Gen, bevorzugterweise ein adenovirales Gen, transaktiviert, wobei das Gen 
ausgewShlt ist aus der Gruppe, die ElBSSkDa, B4orfi5, E4orO und E3 ADP umfasst 

2. Verwendung eines Virus, bevorzugterweise eines Adenovirus, zur Replikation in 
Zellen, die YB-1 im Kern aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus 
r^likationsdefizient ist in Zellen, die YB-1 nicht im Kem aufweisen, imd der Virus 
fiir ein Onkogen oder OnkogCTprodukt, insbesondere ein Onkogei:^)rotein, codiert, das 
zumindest ein virales Gen, bevorzugterweise ein adraovirales Gen, transaktiviert, 
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wobei das Gen ausgewShlt ist aus der Gruppe, die ElB55kDa, E4orf6, E4orf3 und 
E3ADP umfasst. 

Verwendung nach einem der Ansprttche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, in Zellrai repliziert, die YB-1 im Kern aufweisen. 

Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein ElA ist und/oder das Onkogen das fflr ElA codierende Gen 
und/oder das Onkogatiprotein ElA ist 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein ElA zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor- 
Genprodukts fShig ist 

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogeiq)rotein ElA zur Bindung eines funktionellen Rb-Tumorsuppressor- 
Genprodukts nicht fShig ist 

Verwendung nach einem der AnsprUche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkoprotein ElA nicht die nukl9re Lokalisation von YB-1 induziert. 

Verwendung nach einem der AnsprUche 1 oder 3 bis 7 dadurch gekennzeichnet, dass 
das Medikament fur Patienten ist, deren Zellen Rb-positiv oder Rb-negativ sind. 

Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen diejenigai 
Zellen sind, die an der Ausbildung des Zustandes beteiUgt sind, der mit dem 
Medikament beeinflusst weiden soil. 

Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ZeUen Rb-negativ und im Zellkem YB-1 positiv, insbesondere unabhangig vom 
ZellzjMus im Zelltem YB-1 positiv sind. 
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Verweadung nach einem der Anspruche 1 oder 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Medilounent fOr die Bdiandlung von Tumoren ist 

Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen, 
insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildenden Zellen eine Resistenz, 
insbesondere Mehrfechresistenz gegen phaimakologische Wiikstofife, bevoizugter 
Weise Antitumormittel und bevoizugtererweise Zytostatika, aufweisen. 

Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzachnet, dass die Zellen eine 
Expression, bevorzugterweise eine tJberexpression des membranstandigen 
Transportpioteins P-Glykoprotein zeigen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zellen p53-positiv oder p53-negativ sind. 

Verwendung nach einem der AnsprOche 5 oder 7 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Onkogenprotein gegenilber dem Wildtyp-Onkogenprotein El A eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, 
die ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Deletionen des Bereichs CR3 und Deletionen 
des N-Terminus und Deletionen des C-Tenninus um&sst 

Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das ElA- 
Onkogenprotein an Rb binden kann. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 6 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das 
OnkogeiqjrDtdn gegenfiber dem Wildtyp-Onkogenprotein eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche in der 
CRl -Region und/odo: der CR2-Region ist. 

Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekeonzeidmet, dass das Onkogenprotein 
ElA nicht an Rb zu binden in der Lage ist. 
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Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein, insbesondere ElA, unter der KontroUe eines Gewebes- 
vind/odo: Tumor-spezifischen Promotors steht. 

Verwendung nach einem der Ansprttche 1 bis 19, dadurch gekennzcachnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fOr YB-1 codiert. 

Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass YB-1 unter der 
Kontrolle eines Gewebe- und/oder Tumor-spezifischen Promotors steht. 

Verwendung nach einem der AnsprUche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, fur mindestens ein Protein codiert, das 
ausgewShlt ist aus der Gnqjpe, die E4orf5, E4orf3, ElB55k und adenovirales B3ADP- 
Proteinum&sst. 

Verwraidung nach einem der AnsprQche 1 bis 22 dadurch gekennzeichnet. dass die 
Zellen YB-1 im Kern aufweisai, insbesondere die den Tumor oder einen Teil davon 
ausbildend^ Zellen YB-1 im Kem aufweisen. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Tumor YB-1 im Kem nach Induktion des Tranports von YB-1 in den Kem enlfaMlt 

Verwendung nach Anspruch 24, dadurch gekramzeichnet, dass der Transport von YB- 
1 in den Kem ausgelost wird durch zumindest eine MaBnahme, die ausgewShlt ist aus 
der Gruppe, die Bestrahlung, Gabe von Zytostatika und Hyperthermie umfasst. 

Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die MaBnahme an einer 
Zelle, einem Organ oder einem Organismus angewandt wird. 

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Virus, insbesondere der Adenovirus, ausgewShlt ist aus der Gruppe, die AdA24, 
dl922-947. El Ad/01/07, dll 119/1 131, CB 016, dl520, und Viren, denen ein 
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exprimiertes virales Onkogen fehlt, das zur Bindung eines funktionellen Rb- 
Tumorsuppressor-Genprodukts fShig ist, umfasst. 

28. Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenoviitis, zur Herstellung eines 
Medikaments, wobei der Virus, insbesondere der Adenovirus, so ausgebildet ist, dass 
die Replikation durch YB-1 ttber die Aktivierung des E2-Late-Promotors gesteuert 
wird, bevorzugterweise tlberwiegend fiber die Aktivierung des E2-Late-Promotors 
gesteuert wird. 

• 29. Verwendung eines Virus, insbesondere des Adenovirus, zur Replikation in Zellen, die 
YB-1 im Kem aufweisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus, insbesondere der 
Adenovirus, so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 fiber die Aktivierung 
des E2-Late-Promotors gesteuert wird, bevorzugterweise fiberwiegend fiber die 
Aktivierung des B2-Late-Piomotors gesteuert wird- 

30. Virales Onkogenprotein, insbesondere isoliertes virales Onkogenprotein dadurch 
gekennzdichnet, dass dieses die folgenden Eigenschaften aufweist: 

Transaktivierung miadestens eines viralen Gens, das ausgewShlt ist aus der 
Gruppe, die ElB-55k, E3 ADP und E4orf5 und E4orf3 umfasst; und 

keine Induktion von YB-1 in einrai ZeUkem, insbesondere in dem Zellkem der 
Zelle, in der das virale Onkoprotein vorhanden ist. 

31. Virales Onkogenprotein nach Ansprach 30, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkoprotein El A ist. 

32. Virales Onkogenprotem nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
virale Onkogenprotein gegenfiber dem Wildtyp-Qnkogenprotein eine oder mehrere 
Mutationen oder Deletionen aufweist, wobei die Deletion bevorzugt eine solche ist, 
die ausgewahlt ist aus der Gnq)pe, die Deletion des Bereichs CR3, Deletion des N- 
Terminus und Deletion des C-Terminus umfstsst. 
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33. Virales Onkogaiprotein nach Anspmch 32, dadurch gekennzeichnet, dass es an Rb zu 
binden in der Lage ist. 

34. Virales Onkogenprotein nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
viiale Onkogenprotdm eine oder mdirer Mutationen odor Deletionen aufweist, wobei 
die Deletion bevoizugt eine solche in der CRl-Region und/oder der CR2-Region des 
El A-Onkogeiq>roteins ist. 

Virales Onkongenprotein nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass das virale 
Onkogenprotein nicht in der Lage ist an Rb zu binden. 

Verwendung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenvhalen 
Replikationssystems, umfassend eine Nukleinsaure, die fiir einen Virus, insbesondere 
einen Adenovirus, gemafi einem der Ansprttche 1 bis 29 codiert, und umfassend eine 
Nukleinsaure eines Helfervirus, wobei die NukleinsSure des Helfervirus eine 
Nukleinsauresequenz um&sst, die fOr YB-1 codiert. 

37. VerwCTidung eines viralen Replikationssystems, insbesondere eines adenoviralai 
Replikationssystems nach Anspruch 36, dadurch gekennzachnet, dass die virale 
Nukleinsaure, insbesondere die adenovirale Nuldeinsauie und/oder die Nukleuisaure 
des Helfervirus als repli^erbarer Vektor vorliegt 

^^^38. Verwendung einer Nukleinsaure codierend fdr einen Virus, insbesondrae einen 
Adenovirus gemaB einem der Ansprttche 1 bis 29 zur HersteUung eines 
Medikamentes, insbesondere zur HersteUung eines Medikamentes fiir die Behandlung 
von Tumoren. 

39. Verwendung nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen, 
insbesondere die den Tumor oder Teile davon ausbildoiden Zellen, eine Resistenz. 
insbesondere eine Mehrfechresistenz gegen pharmakologische Wiikstoffe, 
bevorzugterweise Antitumonnittel, und bevorzugtererweise Zytostatika, aufweisen. 
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40. Verwendung einer Nukleinsaure, die fur einen Virus, insbesondere einen Adenvinis, 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, zur Replikation in Zellen, die YB-1 im 
Kem aufWeisen, dadurch gekennzeichnet, dass der Virus replikationsdefizient ist in 
Zellen, die YB-1 nicbt im Kem aufweisen, und der Virus fur ein Qnkogen oder 
Qnkogenprodukt codiert, das zumindest ein virales Gen, bevoizugterweise ein 
adenovirales Gen transaktiviert, wobei das Gen ausgewShlt ist aus der Gruppe, die 
ElBSSkDa, E4orf6, E4orf3 und E3ADP umfasst. 

Verwendxing einer Nukleinsaure, die flir einen Virus, insbesondere einen Adenovirus, 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29 codiert, zur Herstellung eines Medikamentes, 
wobei der Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 uber die 
Aktivierung des B2-Late-Promotors gesteuert wird, bevoizugterweise ttberwiegend 
uber die Aktivierung des E2-Late-Promotors. 

42. Verwendung einer NukleinsSure, die fiir einen Viras, insbesondere einen Adenovirus, 
gemSB einem der Anspriiche 1 bis 29 codi^ zur Replikation in Zellen, wobei der 
Virus so ausgebildet ist, dass die Replikation durch YB-1 ttber die Aktivierung des E2- 
Late-Promotors gesteuert wird, bevoizugterweise iiberwiegend tlber die Aktivierung 
des E2-Late-Promotors g^euert wird. 

•43. Verwendimg eines Vektors umfessend eine Nukleinsaure gemSR einem der Anspriiche 
) 36 bis 42 zur Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 29. 

44. Verwendung eines mit YB-1 wechselwirkendra Mittels zur Charakterisierung von 
Zellen, Zellen eines Tumoigewebes oder Patienten, um zu bestimmen, ob diese(r) mit 
einem Virus, insbesondere einem Adenovirus, gemSB einem der Anspriiche 1 bis 29 
kontaktiert und/oder behandelt werden sollen. 




45. 



Verwendung nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel ausgewShlt 
ist aus der Gruppe, die Antikdiper, Antikaline, Aptameie, Aptazyme und Spiegelmere 
um&sst. 
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46. Verwendung des viralen Onkogenproteins nach einem der Anspriiche 30 bis 35 oder 
einer dafflr codiCTenden Nukleinsaure zur Herstellung eines Virus, insbesondere eines 
Adenovirus, wie er im Rahmen der Verwendungen nach einem der Anspruche 1 bis 29 
verwendet wird, 

47. Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Anspniche 1 
bis 29, wobei der Virus eine ftir ein Transgen codierende NukleinsSure umfasst. 

Verwendung eines Virus, insbesondere eines Adenovirus, nach einem der Ansprilche 1 
bis 29, wobei der Virus das Translations- und/oder das Transkriptionsprodukt eines 
Transgens umfasst. 

Verwendung eines adenoviralen Replikationssystems nach Anspruch 36 oder 37, 
wobei die Nukleinsaure des adenoviralen Replikationssystems und/oder die 
Nukleinsaure des Helfervirus ein Transgen oder eine fiir ein Transgen codierende 
Nukleins9.ure umfasst. 

50. Verwendung einw Nukleinsaure nach einem der AnsprQche 38 bis 42, wobei die 
Nukleinsaure ein Transgen oder eine filr ein Transgen codierende NukleinsSnre 
imifasst 

5 1 . Verwendung nach einem der Ansprttche 47 bis 50, wob^ das Transgen ausgewShlt ist 
aus der Gruppe, die Prodruggene, Zytokine, Apoptose-induzierende Gene, 
Tumorsuppressorgene, Gene ftir Metalloproteinasen-Inhibitoren und Gene filr 
Angiogene-Inhibitoren umfasst. 

52. Verwendung nach einem der Anspruche 47 bis 50, wobei das Transgen ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die Nukleinsauren fiir siRNA, ftir Aptamere, ftir Antisense-Molekule 
und fiir Ribozyme um&sst, wobei die siRNA, die Aptamere, die Antisense-MolekOle 
und/oder die Ribozyme gegen ein ZielmolekfU g^chtet ist. 

53. Verwendung nach Anspruch 52, wobei das ZiehnolekOl ausgewShlt ist aus der 
Gruppe, die Resistenz-relevante Faktoren, Anti-Apoptose-Faktoren, Onkogene, 
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Angiogenese-Faktoren, DNA-Synthese-Enzyme, DNA-Reparaturenzyme, 
Wachstumsfaktoren, Re2q)toren fiir Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, 
Metalloproteinasen, insbesondere Matrix-MetaUoproteinkinasen, und 
Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ umfasst. 

Verwmdimg nach einem der vorangehenden Ansprttche, wobei das Medikament 
weiterhin mindestens eine phannazeutisch wiiksame Verbindimg enfhSlt. 

Verwendung nach Anspruch 54, wobei die phannazeutisch wirksame Verbindung 
ausgewahlt ist ans der Gmppe, die Zytokine, Metalloproteinasen-Ihhibitoren, 
Angiogenese-Inhibitoren, Cytostatika und Zellzyklus-Inhibitoren umfasst 
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